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RÉSUMÉ
Les toxines Cry du bacille de Thuringe sont largement utilisées comme
bioinsecticides en agriculture, en foresterie et en santé publique. Après leur ingestion par
un insecte sensible, ces protéines sont solubilisées et activées par protéolyse partielle
dans la lumière intestinale. Les toxines activées forment des pores dans la membrane
apicale à bordure en brosse des cellules épithéliales de l’intestin moyen de l’insecte
après s’être fixées à des récepteurs spécifiques. Les pores abolissent les gradients et
perturbent l’équilibre osmotique entre le milieu intracellulaire et la lumière intestinale,
ce qui entraîne la lyse des cellules épithéliales et mène à la mort de l’insecte.
La cinétique de formation de pores par la CrylAc dans des vésicules de
membrane à bordure en brosse isolées à partir de l’intestin moyen de larves de Manduca
sexta a été analysée à l’aide d’une technique de gonflement osmotique basée sur des
mesures de l’intensité de la lumière diffusée. Les résultats obtenus suggèrent que, suite à
l’insertion de la toxine, le récepteur n’est pas recyclé et pounait demeurer associé à la
structure du pore. Les effets combinés du pH, des cations divalents et de la force ionique
sur l’activité de la CrylAc et de la CrylCa ont été étudiés à l’aide de mesures du
potentiel membranaire d’intestins isolés à partir de M sexta et de la technique de
gonflement osmotique. Les effets différentiels de ces facteurs physico-chimiques
mettent en évidence l’importance des interactions électrostatiques lors de la formation de
pores par les toxines du bacille de Thuringe. L’effet du suc intestinal sur une variété de
toxines a également été étudié à l’aide de mesures du potentiel membranaire d’intestins
isolés de M sexta. Bien que le suc intestinal stimule l’activité de la CrylAb, les résultats
obtenus en présence d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases, en présence et en absence
de suc intestinal, montrent que les protéases du suc intestinal ne sont pas responsables de
cet effet et suggèrent qu’une protéolyse supplémentaire par les protéases intestinales de
la CrylAb activée à la trypsine ne contribue pas à son activité.
Mots clés : Toxines insecticides, Suc intestinal, Formation de pores, Perméabilité
membranaire, Potentiel membranaire, Interactions électrostatiques, Gonflement
osmotique, Électrophysiologie, BacilÏus thuringiensis, Manduca sexta.
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SuMMARY
BacitÏus thuringiensis Cry toxins are widely used as bioinsecticides in
agriculture, forestry and public health. Afier their ingestion by a susceptible insect, these
proteins are solubilized and activated by partial proteolysis in the midgut lumen. Afier
binding to specific receptors, the activated toxins form pores in the apical brush border
membrane of the insect midgut epithelial celis. These pores abolish the gradients and
perturb the osmotic equiÏibrium between the intracellular medium and midgut lumen.
leading to epithelial celi lysis and insect death.
The kinetics of pore formation by CrylAc in brush border membrane vesicles
isolated from Manduca sexta were analyzed using an osmotic swelling assay based on
scattered light intensity measurements. The results suggest that, following insertion of
the toxin, the receptor is not recycled and could remain associated with the pore
structure. The combined effects of pH, divalent cations and ionic strength on the activity
of CrylAc and CrylCa were studied using membrane potential measurernents in
midguts isolated from M sexta and the osmotic swelling assay. The differentials effects
of these physico-chemical factors stress the importance of electrostatic interactions
during pore formation by 3. thuringiensis toxins. The effect of midgut juice on the
activity of different toxins was also studied using membrane potential measurements in
midguts isolated fiorn M sexta. Although midgut juice enhanced CrylAb activity, the
resufts obtained in the presence of a cocktail of protease inhibitors, in the presence or
absence of midgut juice, demonstrate that midgut juice proteases are not responsible for
this effect, and suggest that a further proteolysis of trypsin-activated CrylAb by
intestinal proteases does flot contribute to toxin activity.
Key words: Insecticidal toxins, Midgutjuice, Pore formation, Membrane permeability,
Membrane potential, Electrostatic interactions, Osmotic swelling, Electrophysiology,
BaciÏÏus thuringiensis, Manduca sexta.
VTABLE DES MATIÈRES
Résumé iii
Summary iv
Table des matières V
Liste des tableaux ix
Liste des figures x
Liste des abréviations xii
Dédicace xiii
Remerciements xiv
Chapitre 1. Introduction Ï
1.1. Le bacille de Thuringe 2
1.2. Utilisation de B. thitringiensis 3
1.3. Nomenclature 5
1.4. Structure des toxines de B. thuringiensis 7
1.5. Physiologie des lépidoptères 9
1.5.1. Cycle de vie 9
1.5.2. Physiologie intestinale 9
1.5.2.1 Transport du potassium, potentiel membranaire et transport
des acides aminés 10
1.5.2.2.LepH 12
1.6. Mode d’action des toxines du bacille de Thuringe 13
1.6.1 Solubilisation et activation de la protoxine 13
1.6.2. Migration des toxines au travers de la membrane péritrophique 14
1.6.3. fixation des toxines aux récepteurs 14
1.6.3.1. Les récepteurs 14
1.6.3.2. Le processus de fixation 16
1.6.3.2.1. Fixation des toxines CrylA 16
1.6.3.2.2. fixation de la CrylCa 1$
1.6.3.3. Effet du pH et de la force ionique sur la fixation 19
1.6.3.4. Fixation et formation de pores 19O 1.6.3.5.fixationettoxicité 20
vi
1.6.4. Insertion dans la membrane et formation du pore 21
1.6.4.1. Modèles d’insertion 21
1.6.4.2. Rôle des différents domaines dans la formation de pores 25
1.6.4.2.1. Domaine I 25
1.6.4.2.2. Ponts salins interdomaines 26
1.6.4.2.3 Domaine III 27
1.6.4.3. Effet du pH et de la charge des phospholipides sur la
formation de pores la CrylCa en absence de récepteur 28
1.6.4.4. Effet du pH sur la formation de pores dans des vésicules de
membrane à bordure en brosse 29
1.6.4.5. Taille des pores 30
1 .6.4.6. Sélectivité ionique des pores 31
1.6.5. Lyse cellulaire et mort de l’insecte 32
1.7. Présentation des travaux de recherche 33
1.7.1. Contribution des coauteurs 35
Chapitre 2. Matériel et méthodes 37
2.1. Préparation des toxines 37
2.2. Suc intestinal 37
2.3. Mesures de gonflement osmotique 38
2.4. Mesures du potentiel membranaire 39
2.5.Bioessais 40
Chapitre 3. Kinetics of pore formation by the Bacillus thuringiensis toxin CrylAc.... 42
Résumé 42
Abstract 44
1. Introduction 45
2. Materials and methods 46
2.1.Insects 46
2.2. Toxins 46
2.3. Osmotic swelling assay 46
2.4. Data analysis 47
3. Restilts 47
3.1. Toxin-induced permeability 47
vii
3.2. Osmotic swelling rates 49
3.3. A new approach to measure pore formation kinetics 50
4. Discussion 5 1
Acknowledgements 55
References 56
figure legends 61
Accord des coauteurs 6$
Permission de l’éditeur 69
Chapitre 4. Differential effects of ionic strength, divalent cations and pH on the
pore-forming activity of BaciÏlus thuringiensis insecticidal toxins 70
Résumé 70
Abstract 72
Introduction 73
Materials and methods 74
Insects 74
Toxins 74
Membrane potential measurements 74
Osmotic swelling assay 75
Data analysis 76
Resuits and Discussion 76
Ionic strength 76
Divalent cations 7$
Vesicle concentration $1
Importance of electrostatic interactions $3
Conclusion $5
References 86
Figure legends 90
Accord des coauteurs 97
Permission de l’éditeur 9$
Chapitre 5. Effect of insect larval midgut juice on the activity of BacilÏus
thuringiensis Cry toxins 99
Résumé 99
Abstract 101
vni
Introduction.102
Materials and methods 103
Chemicals 103
Insects 103
Toxins 103
Bioassays 103
Midgutjuice 104
Membrane potential measurements 104
Resuits 1 05
Toxicity 105
Effect of B. thuringiensis toxins on the membrane potential of M sexta
midgut epithelial ceils 1 05
Effect ofmidgutjuice on the activity of B. thiiringiensis toxins 106
Discussion 107
Acknowledgments 109
References 110
Figure legends 116
Accord des coauteurs 119
Chapitre 6. Discussion générale 120
6.1. Rôle du récepteur 120
6.2. Vitesse de formation de pores 122
6.3. Effet du microenvironnement intestinal 123
6.3.1. Effets du pH, de la force ionique et des cations divalents 123
6.3.2. Effet du suc intestinal 126
6.3.3. Activité in vitro et toxicité 128
6.4. Techniques et protocoles expérimentaux et interprétation des résultats 129
Chapitre 7. Perspectives et conclusions 132
7.1. Identification des résidus de la CrylCa responsables des effets du pH, de
la force ionique et des cations divalents 132
7.2. Effet du stade larvaire sur l’activité des toxines 133
7.3. Conclusions 133
Bibliographie 135
Curriculum vitae xv
ix
LISTE DES TABLEAUX
Chapitre 1.
Tableau 1 .Critères de nomenclature des toxines 6
Chapitre 3.
Table L Parameters derived from fitting of the data from Fig. 2 with the Hill
equation 60
Chapitre 4
Table 1. Chernical composition of solutions used for electrophysiological and
osmotic swelling experiments $9
Chapitre 5
Table 1. Effect of B. thuringiensis toxin concentrations on the rnortality and
weight gain of M sexta larvae li 5
XLISTE DES FIGURES
Chapitre 1.
figure 1. Structure de la CrylAa, d’une protéine de 26 kDa de B.
thuringiensis, et de la Cyt2Aa $
Figure 2. Schéma des cellules en colonne et en gobelet de l’intestin moyen
d’une larve de lépidoptère il
Figure 3. Modèles d’insertion des toxines de B. thuringiensis dans la
membrane apicale de l’intestin moyen des insectes, basés sur la
structure de la Cry3Aa 23
Chapitre 3.
Figure 1. Osmotic swelling of brush border membrane vesicles induced by
CrylAc 63
Figure 2. CrylAc-induced permeability of brush border membrane vesicles 64
Figure 3. Combined effect of CrylAc and CrylCa on the osmotic swelling of
brush border membrane vesicles 65
figure 4. Osmotic sweÏling rates induced by Cry lAc in brush border
membrane vesicles 66
Figure 5. Kinetics of pore formation by CrylAc 67
Chapitre 4.
Figure 1. Effect of ionic strength and pH on the ability of B. thuringiensis
toxins to depolarize the luminal membrane of isolated M sexta
midgut epithelial celis 92
figure 2. Effect of ionic strength, calcium chloride and pH on the osmotic
swelling of brush border membrane vesicles following incubation
with CryÏAc or CrylCa 93
Figure 3. Effect of ionic strength, calcium chloride and pH on the kinetics of
pore formation by CrylAc and CrylCa in brush border membrane
vesicles 94
oxi
figure 4. Effect of divalent ions on the kinetics of pore formation by Cry lAc
in brush border membrane vesicles 95
figure 5. Effect of brush border membrane vesicle concentration during
incubation with Cry 1 Ac and Cry 1 Ca on their osmotic swelling 96
Chapitre 5
f igure 1. Effect of midgut juice on the ability of B. thuringiensis toxins to
depolarize the luminal membrane of epithelial celis of isolated M
sexta midguts 117
Figure 2. Effect of midgut juice and protease inhibitors on the activity of
CrylAb us
xii
LISTE DES ABRÉVIATIONS
Caps 3 -cyclohexylarnino- 1 -propanesulfonate
diS-C2(5) iodure de 3 ‘,3 ‘-diéthylthiadicarbocyanine
diS-C3(5) iodure de 3 ‘,3 ‘-dipropylthiadicarbocyanine
EDTA éthylènediaminetétraacétate
EGTA éthylène glycol-bi s(2-arninoéthyléther)-N,N,N’ ,N’ -tétraacétate
FRET fluorescence resonance energy transfer (transfert d’énergie par résonance)
fQRNT fonds québécois de la recherche sur la nature et les technologies
GÉPROM Groupe d’étude des protéines membranaires
GPI glycosyl phosphatidylinositol
GRTM Groupe de recherche en transport membranaire
Hepes N-(2-hydroxyéthyl)pipérazine-N’
-(2-éthanesulfonate)
KG1u gluconate de potassium
MTSES (2-sulfonatoéthyl)méthanethiosulfonate de sodium
NMDG N-méthyle-D-glucamine
PC phosphatidylcholine
PG phosphatidylglycérol
SEM standard error ofthe mean (erreur type sur la moyenne)
Tris tris(hydroxyméthyl)arninométhane
xiii
o
A ceux avec qui je l’ai rêvée
xiv
REMERCIEMENTS
Je remercie le Professeur Raynald Laprade de m’avoir permis de réaliser cette
thèse. Je le remercie pour son accueil chaleureux, ses judicieux conseils et sa
disponibilité. Cette thèse n’aurait vu le jour sans l’aide précieuse du Dr Vincent Vachon.
Je le remercie pour sa présence constante, son grand dévouement et sa patience. Je
remercie le Professeur Jean-Louis Schwartz pour sa collaboration. Les Professeurs
Laprade et Schwartz m’ont permis de participer à plusieurs congrès nationaux et
internationaux.
Je remercie aussi mes collaborateurs le Dr Roger Frutos, le Dr Martin Kirouac et
Lucie Marceau.
Je remercie Marc Juteau pour la préparation des toxines, Mireille Marsolais. qui
veille à l’élevage des insectes et au bon fonctionnement du laboratoire et le Dr Olivier
Peyronnet qui m’a enseigné les rudiments de la technique d’électrophysiologie en
intestins isolés. Je remercie aussi Michel Brunet pour le soutien technique.
Je remercie mon ami Martin Kirouac, pour son aide et ses bons conseils que je
finis presque toujours par suivre. Sa rigueur et son perfectiomisrne m’ont inspirée.
Je remercie tous les professeurs du Groupe d’étude des protéines membranaires
d’avoir participé à l’enrichissement de ma formation académique. Je remercie aussi mes
collègues Jean-Frédéric Brunet et Frédéric Girard pour leurs encouragements.
Je remercie mes parents, Danièle Deschênes et Robert Fortier, qui m’ont
encouragée et soutenue tout au long de mes études.
Finalement, je remercie le Groupe de recherche en transport membranaire
(GRTM) et le Groupe d’étude des protéines membranaires (GÉPROM) pour les bourses
d’études qu’ils m’ont accordées, ainsi que les organismes qui ont apporté le soutien
financier nécessaire à la réalisation des travaux présentés dans cette thèse : le Conseil de
recherches en sciences naturelles et en génie du Canada, le Fonds québécois de la
recherche sur la nature et les technologies, Valorisation-Recherche Québec, le GRTM, le
GÉPROM, le Réseau biocontrôle et le Réseau québécois de recherche en
phytoprotection.
CHAPITRE 1
INTRODUCTION
Parmi les 703 500 espèces d’insectes retrouvées à travers le monde, certaines
sont appréciées par l’homme pour leur production de soie ou de miel, pour la prédation
d’espèces nuisibles, pour leur travail de pollinisation, oti tout simplement pour leur
beauté (Borror et White, 1991). Cependant, un nombre important d’espèces sont
considérées comme nuisibles par l’homme. Ainsi, en plus d’être irritante, la piqûre des
moustiques femelles peut causer la transmission du virus du Nu occidental ou de
maladies telles que le paludisme, la dengue, la fièvre jaune et la filariose (Bourassa,
2000 ; Lacoursière et Boisvert, 2004). De plus, par leurs habitudes alimentaires,
certaines espèces de lépidoptères, de coléoptères, d’ orthoptères, d ‘homoptères, de
diptères et d’hyménoptères causent de sérieux dommages aux cultures, aux denrées
entreposées, aux textiles et aux forêts (Borror et White, 1991).
L’homme a eu recours à différentes stratégies pour limiter les dommages causés
par ces insectes nuisibles. Cependant, certains moyens employés pour contrôler les
populations d’insectes se sont avérés néfastes pour la santé ou pour l’environnement.
Les insecticides de synthèses (chimiques), massivement utilisés depuis plus de 50 ans,
ont mené à l’apparition de nombreux effets secondaires sur l’environnement, les plus
sévères étant leur toxicité pour la faune non ciblée, leur accumulation dans
l’environnement, leur concentration dans la chaîne alimentaire, la contamination des
cours d’eau et l’apparition d’insectes nuisibles résistants (Forsberg, 1977 ; Côté, 199$
Frutos et al.. 1999). Une solution de remplacement est l’utilisation de micro-organismes
pathogènes pour les insectes, comme certains virus (surtout des baculovirus).
champignons (ex. Beaitvaria bassianct) et bactéries (ex. : BaciÏh,s thuringiensis,
BaciÏlus sphaericus) (Baumann et al., 1991 ; Côté, 199$; Schnepf et aï., 199$ ; Copping
et Menn, 2000 ; Szewczyk et al., 2006). Jusqu’à présent, le biopesticide le plus utilisé
est le bacille de Thuringe, Bacilliis thziringiensis (Feitelson et al., 1992).
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1.1. Le bacille de Thuringe
Le bacille de Thuringe a été découvert au Japon en 1901 par le bactériologiste
japonais Ishiwata qui l’a isolé à partir de vers à soie, Bombyx mûri, infectés (Beegle et
Yarnamoto, 1992). Le nom BacilÏus tÏmringiensis a été donné par le microbiologiste
allemand, Ernst Berliner qui l’utilisa en 1911 pour décrire une bactérie pathogène de la
pyrale de la farine, Anagasta kitehnietla, vivant dans des entrepôts de la région de
Thuringe en Allemagne (Beegle et Yamamoto, 1992 ; Côté, 1998). Cette bactérie à
Gram positif en forme de bâtonnet est retrouvée de façon indigène dans plusieurs
habitats à travers le monde le sol, les cadavres d’insectes, la poussière accumulée sur
des produits entreposés, les feuilles des arbres et les aiguilles des conifères (Schnepf et
aï., 1998). On estime qu’il y a environ quarante mille souches de B. thuringiensis
répertoriées dans des collections publiques et privées (Lambert et Peferoen, 1992). En
présence de conditions environnementales défavorables, la bactérie produit une spore
ainsi que des inclusions cristallines parasporales comprenant une ou plusieurs protéines
insecticides (ô-endotoxines) de 27 à 140 kDa (Hôfie et Whiteley, 1989). La protéine est
d’abord produite sous une forme inactive appelée protoxine qui, une fois ingérée par un
insecte sensible, est activée par protéolyse partielle dans l’intestin moyen de cet insecte.
Les toxines activées agissent en formant des pores après s’être fixées à des récepteurs
spécifiques situés sur la membrane apicale de l’intestin moyen. Les pores ainsi formés
abolissent les gradients ioniques et perturbent l’équilibre osmotique à travers la
membrane apicale, ce qui cause la lyse des cellules épithéliales et mène à la mort de
l’insecte (voir les synthèses de Rajamohan et aï. (199$), de Schnepf et cii. (1998), de
Fortier et Kirouac (2000) et de Schwartz et Laprade (2000)).
Jusque dans les années 1970, on croyait que B. thuringiensis était seulement
efficace contre les larves de lépidoptères. En 1977, Goldberg et Margalit isolèrent la
souche israeÏensis active contre certains diptères (Goldberg et Margalit, 1977). Puis, en
1983, une souche active contre certains coléoptères, la souche tenebrionis, fut isolée par
Krieg et ses collègues (cité par Beegle et Yarnarnoto (1992) et Lambert et Peferoen
(1992)). Ces deux découvertes stimulèrent la mise sur pied de programmes de recherche
de nouvelles souches de B. thuringiensis actives contre d’autres insectes ayant des
répercussions économiques importantes (Lambert et Peferoen, 1992). Depuis, des
souches toxiques pour des insectes appartenant à d’autres ordres (tels que les
-D
hyménoptères, les homoptères, les orthoptères et les mallophages) (voir la synthèse de
Schnepf et aï. (199$)), pour certains nématodes (Wei et al., 2003) et pour certains
protozoaires (Kondo et aÏ., 2002) ont été découvertes. De plus, certaines toxines Cry du
bacille de Thuringe, renommées parasporines, sont toxiques pour un certain nombre de
cellules cancéreuses humaines (Mizuki et al., 1999, 2000).
1.2. Utilisation de B. tliuringiensis
Les insecticides à base de B. thatringiensis représentent 9$% du marché mondial
des biopesticides (Frutos et cii., 1999) qui eux-mêmes représentent 2% du marché
mondial des pesticides (Sanchis, 2000). Entre 1961 et 1995, cent soixante dix sept
produits contenant B. thuringiensis ont été homologués par l’agence de protection de
l’environnement des États-Unis. Les insecticides à base de B. thuringiensis ont
l’avantage d’être beaucoup plus spécifiques que les insecticides chimiques. De plus, ils
sont sans danger pour les vertébrés à des doses plusieurs milliers de fois plus élevées que
celles qui sont recommandées par leurs fabricants (Siegel, 2001).
Le premier produit à base de B. thuringiensis a été commercialisé en France vers
193$ sous le nom de Sporeine (Beegle et Yamamoto, 1992 ; Lambert et Peferoen, 1992).
Ce ne fut cependant qu’après la découverte, par Dulmage, d’une souche beaucoup plus
active (kurstaki HD-1) que l’usage de B. thuringiensis en agriculture s’est répandu
(Dulmage, 1970; Beegle et Yamamoto, 1992 ; Cannon. 1995). Cette souche fut d’abord
commercialisée en 1970 sous le nom de DtpeÏ par les laboratoires Abbott et elle
constitue encore aujourd’hui l’ingrédient actif de la plupart des biopesticides
commerciaux à base de B. thatringiensis (Beegle et Yarnamoto, 1992 ; Cairnon, 1995;
Côté, 199$).
Au Canada, on a commencé dans les années 1970 à s’apercevoir que les
insecticides chimiques utilisés en foresterie, notamment pour le contrôle de la tordeuse
des bourgeons de l’épinette (Choristoneura fumferana), pouvaient être dommageables
pour l’environnement. Ces insecticides nuisent à des insectes utiles comme les
pollinisateurs et déséquilibrent les chaînes alimentaires aquatiques, ce qui met en danger,
entre autres, la survie des jeunes saumons qui se nourrissent d’insectes (forsberg. 1977).
La demande pour des stibstituts aux insecticides chimiques est ainsi devenue de plus en
plus grande, si bien que B. thuringiensis est maintenant largement utilisé en foresterie,
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notamment pour le contrôle de la tordeuse des bourgeons de l’épinette et de la
spongieuse (Lyrnantria dispar) (Forsberg, 1977 ; fortier et Kirouac, 2000 ; van
frankenhuyzen, 2000). En plus d’être utilisés en agriculture et en foresterie, les
insecticides à base de B. thziringiensis sont employés en santé publique pour le contrôle
des moustiques et des mouches noires ($chnepf et aï., 199$ ; Bourassa, 2000 ; Fortier et
Kirouac, 2000). Le bacille de Thuringe a connu beaucoup de succès lors de son
utilisation dans un programme de lutte contre l’onchocercose (la cécité des rivières,
propagée par les mouches noires) de l’Organisation Mondiale de la Santé en Afrique de
l’Ouest (Guillet et aÏ., 1990). L’utilisation de B. thuringiensis var. israeÏensis dans ce
programme s’est avérée un avantage majeur. Les larves de mouches noires, qui
développaient une résistance aux insecticides de synthèse conventionnels dans des temps
aussi courts que trois mois, n’ont jusqu’à maintenant pas développé de résistance à cette
souche de B. thuringiensis (Guillet et aï., 1990 ; Wirth et al., 2005).
Depuis 1995, les producteurs peuvent remplacer l’épandage d’insecticides par
l’utilisation de plantes transgéniques résistantes aux insectes (Shelton et al., 2002). Ces
dernières sont produites par l’incorporation dans le génome de la plante des gènes
responsables de la production de toxines insecticides. Les tissus de la plante expriment
une forme tronquée de la toxine qui ressemble davantage à celle retrouvée dans l’intestin
de l’insecte après la protéolyse par les protéases intestinales (Crickmore, 2006).
Seulement quatre espèces de plantes transgéniques résistantes aux insectes ont été
commercialisées entre 1995 et 2001. Il s’agit du coton, du maïs, de la tomate et de la
pomme de terre. Plus de vingt variétés de plantes transgéniques à base de B.
thuringiensis ont cependant été approuvées ou sont en attente d’approbation (Frutos et
cii., 1999 ; Shelton et al., 2002). Notons entre autres, en Iran, le début de la
commercialisation en 2005 du riz transgénique exprimant une toxine du bacille de
Thuringe (James, 2005). Plusieurs espèces d’arbres transgéniques (pommier, peuplier,
épinette, mélèze, noyer) sont présentement étudiées (Pefla et Séguin, 2001).
Les avantages des plantes transgéniques résistantes aux insectes sont
environnementaux et économiques. L’impact environnemental de ces cultures est
constamment analysé, mais, jusqu’à maintenant, elles ne semblent pas avoir d’effets
négatifs (Crickmore, 2006). En plus de réduire les coûts pour les agriculteurs, les plantes
transgéniques procurent une protection en tout temps de la plante, et ce indépendamment
des conditions météorologiques. De plus, elles permettent le contrôle d’insectes qui sont
Ddifficiles à atteindre par l’épandage d’insecticides (Kumar et aÏ., 1996; Schnepf et aï.,
199$). Par exemple, pendant la plus grande partie de leur vie larvaire, certaines
noctuelles se nourrissent à l’intérieur des fleurs ou des fruits des plants de cotons et ne
sont donc pas exposées aux produits insecticides épandus dans les champs (Beegle et
Yarnamoto, 1992). Dans la plante transgénique qui exprime un gène de B. thuringiensis,
la larve ingère alors les toxines de B. thuringiensis. Malheureusement, parce qu’elles
exposent les larves en permanence à l’insecticide, les plantes transgéniques favorisent et
accélèrent le développement de résistances (Kumar et aÏ., 1996 ; Frutos et al., 1999
Lacey et at., 2001). Des stratégies ont donc été développées pour diminuer ou retarder
l’apparition de populations résistantes (Kumar et aÏ., 1996 ; Schnepf et cil., 199$ ; Frutos
etaÏ., 1999).
Les axes de recherche et développement sctr B. thuringiensis présentement
privilégiés, soit la construction de nouveaux gènes et la conception de plantes
transgéniques, ont pour but l’amélioration de la spécificité des insecticides. En
conséquence, le développement des futures générations de produits basés sur des
souches génétiquement modifiées de B. thuringiensis ainsi que sur des plantes
transgéniques repose sur une compréhension claire du mode d’action des toxines de
cette bactérie au niveau moléculaire (Jenkins et Dean, 2000 ; Schwartz et Laprade,
2000).
1.3. Nomenclature
Les toxines insecticides de B. thuringiensis sont regroupées en trois familles de
protéines Cry, Cyt et Vip. La famille des toxines Cry (ciystal) comprend les protéines
retrouvées dans le cristal produit par B. thuringiensis qui ont une toxicité vérifiable
expérimentalement pour un organisme cible, ou encore toute protéine ayant une
homologie de séquence évidente avec une protéine Cry connue. La famille des protéines
Cyt (cytoïitic) regroupe les protéines retrouvées dans le cristal produit par B.
thuringiensis ayant une activité hémolytique, ou encore toute protéine ayant une
homologie de séquence évidente avec une protéine Cyt connue (Crickmore et cil.. 1998).
finalement, la famille des toxines Vip (vegetative insecticidal prote in) comprend les
protéines qui sont produites lors de la phase végétative de la croissance bactérienne et
secrétées dans le milieu extracellulaire (Estruch et al., 1996).
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La nomenclature utilisée actuellement pour les toxines de B. thuringiensis est
assez récente. En 1989, H5fte et Whiteley proposèrent une classification basée sur le
spectre d’activité et l’homologie de séquence des toxines. Il y avait alors quatre classes
principales de toxines Cry: I (spécifique pour les lépidoptères), II (spécifique pour les
lépidoptères et les diptères), III (spécifique pour les coléoptères) et IV (spécifique pour
les diptères) (Hôfie et Whiteley, 1989). Cependant, certaines toxines génétiquement très
proches se sont avérées avoir un spectre d’activité différent. De plus, quelques
anomalies ont été découvertes après que la nomenclature eut été établie. Par exemple, la
protéine nommée CryTC (qui a été renommée CrylCa dans la nouvelle nomenclature)
est toxique pour certains lépidoptères et certains diptères (Srnith et Ellar, 1994). En
outre, par la découverte d’un nombre de plus en plus grand de toxines, ce système est
devenu très vite limité. C’est alors qu’en 1998 Crickmore et al. proposèrent une nouvelle
classification basée sur l’identité de séquence des toxines. Chaque toxine a un nom
unique composé de quatre rangs. Le premier (désigné par un nombre arabe), le deuxième
(désigné par une lettre majuscule), le troisième (désigné par une lettre minuscule) et le
quatrième rang (désigné par un nombre arabe) distinguent les toxines qui partagent
moins de 45%, de 45% à 78%, de 78% à 95% et plus de 95% d’identité de séquence
(Tableau 1). Des toxines identiques, mais ayant été isolées de façon indépendante.
possèdent un quatrième rang différent. L’utilisation du quatrième rang est facultative
(Crickmore et aï., 199$).
Tableau 1. Critères de nomenclature des toxines
Rang Primaire Secondaire Tertiaire Quaternaire
Nombre Lettre Letter Nombre
Désigné par :
arabe majuscule minuscule arabe
On attribue un rang différent à < 45% 45% à 78% 72% à 95% > 95%
deux toxines ayant d’identité d’identité d’identité d’identité
Certaines toxines Cry qui tuent préférentiellement des cellules cancéreuses ont
été regroupées sous le nom de parasporines (Ohba et aÏ., 2006). Ces toxines possèdent
donc un nom Cry et un nom PS (parasporine). La nomenclature des parasporines suit le
même système de nombres et de lettres que celle des Cry, des Cyt et des Vip (Ohba ct
al., 2006).
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1.4. Structure des toxines de B. thitriugiensis
Les structures tridimensionnelles de la Cry3Aa (Li et aÏ., 1991), de la CrylAa
(Figure lA et B) (Grochulski et al., 1995), de la Cry3Bb (Galitsky et ctÏ., 2001), de la
CrylAc (Derbyshire et aÏ., 2001 ; Li et ctl., 2001), de la Cry2Aa (Morse et aÏ., 2001), de
la Cry4Ba (Boonserm et al., 2005) et de la Cry4Aa (Boonserm et al., 2006) ont été
élucidées par cristallographie et diffraction des rayons X. Ces toxines partagent une
structure similaire comprenant trois domaines (Figure lA). Le domaine I est composé de
sept hélices a anti-parallèles, l’hélice a5 étant entourée des autres hélices (Figure 1 B).
Étant interrompue par une section non-hélicoïdale, l’hélice Œ2 est composée de Œ2A et
a23. Le domaine I est responsable de la formation du pore. Le domaine II est composé
de 3 feuillets f3 anti-parallèles. Le domaine III est composé de deux feuillets f3 anti-
parallèles disposés en sandwich f3. Les domaines II et III sont responsables de la fixation
de la toxine et de sa spécificité (Li et al., 1991 ; Grochulski et al., 1995 ; Galitsky et al..
2001 ; Morse et al., 2001 ; Boonserm et aÏ., 2005, 2006). Cependant, plusieurs toxines
Cry pourraient avoir une structure complètement différente de cette structure à trois
domaines. Ainsi, la structure d’une protéine de 26 kDa qui provient d’une digestion à la
protéinase K d’une inclusion parasporale de B. thuringiensis a été élucidée (Figure 1 C)
(Akiba et al., 2006). Cette protéine est composée à 67% de longs feuillets f3. L’identité
de séquence appréciable qu’elle partage avec plusieurs toxines Cry, dont la Cry45Aa
(PS4Aa) (38%), la Cry23Aa (26.5%), la Cryl5Aa (23.5%) et la Cry33Aa (22.5%),
suggère que ces protéines pourraient avoir une structure similaire. De plus, la structure
du complexe des toxines binaires Cry23Aa et Cry37Aa, qui a été décrite dans un résumé
de congrès, montre que la structure de la Cry23Aa est bien similaire à celle de la
protéine de 26 kDa (Rydel et aÏ., 2001 ; Akiba et al., 2006) alors que la Cry37Aa est
composée de feuillets f3 disposés en tonneau (Rydel et aÏ., 2001). Comme dans le cas du
complexe des toxines binaires Cry23Aa et Cry37Aa, la structure d’une protéine de 79
kDa a été décrite dans un résumé de congrès, mais ses coordonées atomiques ne sont
malheureusement pas encore publiques (Rydel et al., 2003). Cette protéine a une
structure très différente de celles qui sont décrites ci-dessus et possède 6 domaines
(Rydel et al., 2003). Par ailleurs, la structure de la Cyt2Aa consiste en un seul domaine
constitué de deux paires d’hélices Œ anti-parallèles séparées par des feuillets f3 (Figure
1D) (Li et aÏ., 1996).
$
Figure 1. Structure de la CrylAa, d’une protéine de 26 kDa de B. thuringiensis, et
de la Cyt2Aa. (A) CryÏAa. Les domaines I, II et III sont respectivement en bleu, en
rouge et en jaune. (B) Domaine I de la Cryl Aa. (C) Protéine de 26 kDa qui possède une
structure similaire à celle de la Cry23Aa. Les hélices u sont en bleu alors que les
feuillets 3 sont en jaune. (D) Cyt2Aa. Les structures de la CrylAa (A et B) et de la
protéine de 26 kDa (C) et de la Cyt2Aa (D) ont été analysées et schématisées à l’aide du
logiciel Swiss PDB viewer e.3. 7 (Guex et Peitsch, 1997) à partir des structures élucidées
par Grochulski et al. (1995), Akiba et al. (2006) et Li et al. (1996).
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1.5. Physiologie des lépidoptères
La cible des toxines de B. thuringiensis est l’épithélium de l’intestin moyen des
insectes sensibles. D’autre part, la physiologie intestinale et le mode d’action des toxines
de B. thuringiensis ont surtout été étudiés chez les larves de lépidoptères et, en
particulier chez le sphinx du tabac Manduca sexta (Dow, 1986; Knowles, 1994; Tran,
2000).
1.5.1. Cycle de vie
Suite à l’éclosion de son œuf le premier acte de la chenille, qui deviendra sa
principale occupation, sera de se nourrir. La larve qui grandit à une allure
impressionnante devient vite à l’étroit dans sa cuticule (membrane chitineuse dont elle
est recouverte). Elle devra donc muer afin de grandir davantage. La période entre deux
mues se nomme stade larvaire. Les chenilles traverseront 5 ou 6 stades larvaires avant de
se transformer en chrysalide puis en papillon. Alors que les papillons consomment
surtout du nectar des fleurs et d’autres liquides, la plupart des chenilles se nourrissent de
feuilles, de tiges ou de fruits des plantes. Certaines chenilles ravagent donc les plantes
cultivées ou les arbres de nos forêts, d’autres endommagent les denrées entreposées ou
les textiles (Bonor et White, 1991 ; Laplante, 1998).
1.5.2. Physiologie intestinale
Le canal alimentaire des chenilles peut être divisé en trois régions : l’intestin
antérieur, l’intestin moyen et l’intestin postérieur. Étant la région la plus perméable,
l’intestin moyen joue un rôle central dans le processus d’absorption des produits de la
digestion (Chapman, 1982 ; Dow, 1986). Contrairement aux cellules de l’intestin
antérieur et de l’intestin postérieur, celles de l’intestin moyen ne sécrètent pas de
cuticule. À la place, elles produisent une membrane péritrophique, un filet grossier de
fibrilles chitineuses couvert de glycoprotéines, qui sépare le contenu intestinal de
l’épithélium (Richards et Richards, 1977; Adang et Spence, 1981 ; Chapman, 1982
Dow, 1986).
L’épithélium de l’intestin moyen est composé d’une seule couche de cellules qui
reposent sur la membrane basale (Cioffi, 1979). L’épithélium est composé de deux types
cellulaires principaux, les cellules en colonne et les cellules en gobelet (Cioffi, 1979
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Dow, 1986 ; Knowles, 1994) (figure 2). Ces cellules sont reliées par des jonctions
serrées et des jonctions communicantes. Ces dernières permettent un couplage électrique
et chimique entre les cellules (Lane et Skaer, 1980 ; Moffett et Koch, 198$ ; Dow et
Peacock, 1989; Lane et al.. 1989). Les cellules en gobelet contiennent une large cavité
vacuolaire reliée à la surface apicale par une valve élaborée et tortueuse (Cioffi, 1979
Dow, 1986; Knowles, 1994). Les cellules en colonne possèdent une membrane apicale
en bordure en brosse. C’est sur cette dernière que sont situés les récepteurs spécifiques
des toxines du bacille de Thuringe (Hofrnann et Ltithy, 1986 ; Hofmann et aï., 198$a,b
Van Rie et aL, 1989, 1990 ; Bravo et aï., 1992a; Oddou et aÏ., 1993 ; Aimanova et aï.,
2006). Suite à la fixation des toxines aux récepteurs, les toxines s’insèrent et forment des
pores dans la membrane à bordure en brosse (Knowles et Ellar, 1987 ; Knowles, 1994).
Les pores formés abolissent le potentiel membranaire et les gradients générés par les
mécanismes de transport de ces cellules (voir les synthèses de Knowles (1994) et de
Scbnepf et al. (1998)).
1.5.2.1 Transport du potassium, potentiel membranaire et transport des acides
aminés
Un transport électrogénique d’ions potassium de l’hémolymphe vers la lumière
de l’intestin domine la physiologie de l’intestin des lépidoptères (Harvey et Nedergaard,
1964) (figure 2). Chez des larves de cinquième stade de M sexta élevées sur un milieu
synthétique, la concentration de potassium, mesurée par photométrie à flamme, est de 32
+ I mM dans l’hémolymphe et varie de 190 ± 15 à 211 ± 11 mM le long de la lumière
de l’intestin moyen (Dow et Harvey, 1988). Cependant, une fraction substantielle du
potassium semble être liée puisque l’activité potassique, mesurée à l’aide d’une
électrode spécifique au potassium, est de 17 + 1 mM dans l’hérnolymphe et varie de 80
± 0.2 à 84 ± I mM le long de la lumière de l’intestin moyen (Dow et Harvey, 1988). Les
concentrations de potassium varient aussi selon l’alimentation de l’insecte (Dow et
Harvey, 1988).
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Figure 2. Schéma des cellules en colonne et en gobelet de l’intestin moyen
d’une larve de lépidoptère. O H V-ATPase; II échangeur K/2I{; U échangeur
HC037C1; U cotransporteur K7acide aminé; U canal potassique; (AC) anhydrase
carbonique: Ijonction communicante; —> diffusion simple. Ce modèle combine
les modèles du transport de potassium de Knowles (1994), du transport de
potassium et de bicarbonate de Wieczoreck et al. (2003) et de la génération du pH
élevé de Dow (1992) ; les valeurs de potentiels sont relatives à l’hémoÏymphe et
sont tirées du travail de Dow et Peacock (1989) et celles de pH, de celui de Dow et
Harvey (198$).
Lumière intestinale
150 mV pH 10.8
K” Cl HCO3-CO32
Cellule en colonne
OmV
Hémolymphe
pH 6.6
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Du côté de la membrane basolatérale, on retrouve différents types de canaux
potassiques qui favorisent l’entrée de potassium à l’intérieur de la cellule certains sont
sensibles au baryum (Zeiske et aÏ., 1986 ; Moffet et Koch, 1991), d’autres à la lidocaine
(Moffet et Koch, 1991). Le potassium poursuit sa route vers la lumière intestinale grâce
à un échangeur K/2H couplé à une pompe à protons de type vacuolaire (H V
ATPase), tous deux situés dans la membrane apicale des cellules en gobelet (Wieczoreck
et aÏ., 2000). Ce système maintient un potentiel au travers de la membrane apicale des
cellules en gobelet pouvant atteindre 270 mV et un potentiel trans-épithélial d’environ
150 mV (Dow et Peacock, 1989; Wieczoreck et aï., 2000). Le gradient de potassium
ainsi généré permet l’absorption des acides aminés par l’intermédiaire de co
transporteurs K7acides aminés (Giordana et al., 1989; Sacchi et Wolfersberger, 1996
Wolfersberger, 2000).
La H V-ATPase est composée de deux complexes, VO qui est lié à la membrane
et Vi orienté vers le cytosol (Wieczorek et aï.. 2003). Pendant la mue (Sunrner et cil.,
1995) et un jeûne prolongé (Grf et aL, 1996), l’activité de la pompe à proton est régulée
à la baisse par une dissociation réversible des complexes VO et Vi, ce qui entraîne
l’abolition du potentiel trans-épithéliat tel que mesuré dans des intestins isolés de li
sexta à l’aide d’une chambre de Ussing (Sumner et aï., 1995).
1.5.2.2. Le pH
Le pH de la lumière intestinale des lépidoptères est très basique. Il varie
d’environ 8 à plus de 12 au dernier stade larvaire selon l’espèce et la région de l’intestin
moyen (Dow, 1984). Au dernier stade larvaire, le pH de l’hémolymphe varie de 6.4 à 6.9
selon l’espèce (Dow, 1984). Le stade larvaire et le comportement alimentaire de
l’insecte influencent le pH de l’intestin moyen (Schultz et Lechowicz, 1986 ; Dow et
Harvey, 1982) ; le pH de l’hémolymphe est lui aussi influencé par l’alimentation de
l’insecte (Dow et Harvey, 1988).
L’entrée de protons dans la cellule en gobelet, générée par l’action combinée de
la H V-ATPase (sortie d’un proton) et de l’échangeur K/2H (entrée de deux protons).
contribue à l’alcalinisation de la lumière intestinale (Figure 2). De plus, selon Dow
(1984, 1986, 1992), le transport du bicarbonate (HC03) produit par l’anhydrase
carbonique des cellules en gobelet y contribuerait aussi (figure 2). La sortie du
I—,
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bicarbonate se fait, au moins en partie, via un échangeur HCO37CÏ situé dans les
cellules en colonne (Chao et al., 1989). Dans la lumière intestinale, la dissociation du
bicarbonate produit un proton, qui retourne à l’intérieur de la cellule, et un ion carbonate
(Dow 1984, 1986, 1992).
1.6. Mode d’action des toxines du bacille de Thuringe
1.6.1 Solubilisation et activation de la protoxine
Suite à l’ingestion des cristaux de protoxines de B. thuringiensis par un insecte
sensible, les protoxines sont d’abord solubilisées dans l’intestin moyen. Le pH alcalin et
les conditions réductrices présentes dans l’intestin moyen des lépidoptères semblent
jouer un rôle important dans ce processus en brisant les ponts disulfure qui relient les
molécules de toxine à l’intérieur des cristaux (Jaquet et aÏ., 1987 ; Bietiot et aÏ., 1990).
Une fois solubilisées, la plupart des protoxines doivent être partiellement
digérées par les protéases de l’intestin moyen pour acquérir leur toxicité (Lecadet et
Martouret, 1967; Tojo et Aizawa, 1983). Dans certains cas, l’hydrolyse des protoxines
peut se produire à l’intérieur de la bactérie lors de l’assemblage du cristal (Oppert,
1999; Rukrnini et aÏ., 2000). Les tailles de la protoxine et de la toxine activée varient
considérablement selon les familles de toxine Cry (Gui et aÏ., 1992 ; Rukmini et aï.,
2000). Pour les Cryl, la protéolyse partielle de la protoxine. d’un poids moléculaire
d’environ 130 à 140 kDa, résulte en un fragment actif de 60 à 70 kDa résistant aux
protéases intestinales ; il correspond à la partie N-terminale de la protoxine à laquelle a
été enlevé un fragment qui, pour la CrylAc, comprend les 2$ premiers acides aminés
(Hôfie et al., 1986 ; Bietlot et aÏ., 1989 ; Choma et aÏ., 1990 ; Gui et aÏ., 1992).
La composition en protéases du suc intestinal évolue pendant le développement
de l’insecte et peut modifier l’activité des toxines. En effet, alors que l’incubation de la
CrylCa avec du suc intestinal provenant de larves de stade I et 2 de Spodoptera
tittoralis (le ver du cottonier) résulte en une protéine de $6 kDa, le suc intestinal du
cinquième stade provoque une dégradation presque complète de la Cryl Ca (Keller et aï.,
1996). D’autre part, la résistance de certains insectes aux toxines du bacille de Thuringe
est causée par un défaut dans l’activation des toxines. Ainsi, l’activation incomplète de
la CrylAc chez les larves résistantes de PÏodia interpuncteÏïa (la pyrale des fruits secs)
est due à l’absence d’une enzyme spécifique et serait responsable de la résistance
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(Oppert et aÏ., 1994, 1997) alors qu’une activation défectuetise ne serait qu’en partie
responsable de la résistance observée pour la CrylAb (Henero et aï., 2001). La
résistance modérée mais à large spectre observée chez une lignée de HeÏiothis virescens
(la noctuelle verdoyante) est aussi due à une composition en protéases anormale
(Forcada et al., 1996). En effet, in vitro, l’activation de la protoxine est plus lente et la
dégradation de la toxine plus rapide en présence de suc intestinal de la lignée résistante
qu’en présence de celui de la lignée sensible (forcada et aÏ., 1996).
1.6.2. Migration des toxines au travers de la membrane péritrophique
Une fois la toxine activée, elle devra traverser la membrane péritrophique pour
avoir accès atix cellules épithéliales. La perméabilité de cette membrane est influencée
par le pH, la force ionique et les ions calciques (Tellam, 1996). La membrane
péritrophique empêche le passage d’agrégats de toxine de B. thuringiensis mais pas celui
des monomères (Yunovitz et aï., 1986). Par ailleurs, même si certaines toxines de B.
thuringiensis se fixent à la membrane péritrophique, aucune corrélation avec la toxicité
n’a pu être établie (Bravo et aï., 1992a,b). D’autre part, des chitinases ajoutées à des
préparations commerciales à base de B. thuringiensis agissent en synergie avec les
toxines, en digérant la membrane péritrophique (Smirnoff, 1974; Kramer et
Muthukrislman, 1997). De plus, l’enhancine du granulovirus de TrichopÏusia ni (la
fausse-arpenteuse du chou), une métalloprotéase qui endommage la membrane
péritrophique en digérant la mucine, une protéine majeure de cette membrane, augmente
la toxicité de B. thuringiensis var. berliner pour plusieurs lépidoptères (Wang et
Granados, 1997; Granados et aï., 2001).
1.6.3. Fixation des toxines aux récepteurs
1.6.3.1. Les récepteurs
Plusieurs récepteurs ont été identifiés, les principaux étant des isoformes de
l’aminopeptidase N et des molécules semblables aux cadhérines (Schnepf et al., 199$
Garczynski et Adang, 2000). L’aminopeptidase N est une enzyme digestive qui, chez les
insectes, est attachée à la membrane à bordure en brosse par une ancre glycosyl(J’ phosphatidylinositol (GPI) (Garczynski et Adang, 1995). Plusieurs isoformes de
Ï’aminopeptidase N fixant la CrylAa, la CrylAb, la CrylAc, la CrylBa, la CrylCa ou la
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Crylfa chez différents insectes dont A’i sexta (Knight et aÏ., 1994; Luo et aÏ., 1996
Denoif et cd., 1997), H. virescens (Gui et al., 1995 ; Luo et aÏ., 1997 ; Banks et al.,
2001), 3. mûri (Yaoi et aï., 1999a,b; Nakanishi et al., 2002), L. dispar (Valaitis et al.,
1995, 1997; Lee et al., 1996; Garner et aÏ.. 1999), Epihyaspostvittana (la pyrale brun
pâle de la pomme) (Simpson et Newcornb, 2000), FluteÏla xyÏosteÏÏa (la fausse-teigne
des crucifères) (Nakanishi et al., 2002) et Spodoptera Ïitura (la chenille défoliante)
(Agrawal et aÏ., 2002) ont été identifiées et plusieurs d’entre elles ont été clonées. Les
cadhérines sont des glycoprotéines transmembranaires qui contribuent à l’adhésion
cellule-cellule sous dépendance calcique (Shapiro et al., 1995). Des récepteurs de type
cadhérine de la CryÏAa, de la CrylAb et de la CrylAc ont été identifiés chez 3. mon
(Nagamatsu et ai., 1998a,b; Jenkins et Dean, 2001), li sexta (Vadiamudi et aÏ., 1993,
1995 ; Keeton et Bulla, 1997), H. virescens (Gahan et ai, 2001), Pectinophora
gossypieÏÏa (le ver rose du cotonnier) (Morin et ai., 2003) et Ostninia nubiÏciÏis (la pyrale
du maïs) (flannagan et aÏ., 2005), et clonés. Un glycoconjugué anionique fixe la
CrylAa, la CrylAb et la CrylAc chez L. dispctr (Valaitis et aÏ., 2001). Des phosphatases
alcalines possédant une ancre GPI ont été identifiées comme des récepteurs de la
Cry lAc chez M sexta (McNall et Adang, 2003) et H virescens (Jurat-fuentes et Adang,
2004) et de la Cryl lAa chez Aedes aegypti (la stégomyie) (Fernandez et aÏ., 2006). Des
glycolipides fixent la CrylAa, la CrylAb et la CrylAc chez M sexta (Griffitts et aï.,
2005). La CytiAa fixée dans la membrane servirait aussi de récepteur pour la CryllAa
chez A. aeg)pti (Pérez et al., 2005).
Chez M sexta, la CrylAa, la CrylAb et la CrylAc se fixent à l’aminopeptidase
N de 120 kDa (APN1) (Knight et aï., 1994 ; Masson et aï., 1995), à un récepteur de type
cadhérine (Bt-R1) (Vadlamudi et aï., 1993, 1995 ; Keeton et Bulla, 1997) et à des
glycolipides (Griffitts et aï., 2005). La CrylAb se fixe aussi à une autre arninopeptidase
N de 120 kDa (APN2) (Denolf et al., 1997). La CrylCa se fixe à une aminopeptidase N
de 106 kDa (Luo et aÏ., 1996). La CrylCa ne peut se fixer à l’APNl (Masson et cti.,
1995) et la CrylAc ne reconnaît pas l’aminopeptidase N de 106 kDa (Luo et al., 1996).
De plus, des expériences de compétition ont suggéré que la CrylAa, la CrylAb et la
CrylAc partagent un site de fixation alors qu’un autre site n’est reconnu que par la
CrylAa (Van Rie et al., 1989). La CrylAa ne partage pas son site de fixation avec la
O CrylCa ni avec la CrylEa (Van Rie et al., 1990).
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1.6.3.2. Le processus de fixation
La fixation est un processus en deux étapes: une étape réversible (Hofmann et
al., 1988a,b) suivie d’une étape irréversible (Van Rie et aÏ., 1989; Ihara et aÏ., 1993
Liang et al., 1995). On considère généralement que la fixation irréversible correspond à
l’insertion de la toxine dans la membrane (Van Rie et al., 1989; Ihara et aÏ., 1993
Liang et al., 1995). Le fait que des molécules tronquées de la CrylAb contenant
seulement les domaines II et III se fixent toujours aux récepteurs de l’intestin moyen,
mais de façon réversible seulement, montre que le domaine I est nécesssaire pour la
liaison irréversible et l’insertion de la toxine dans la membrane (Flores et aÏ., 1997).
1.6.3.2.1. Fixation des toxines CrylA
Masson et aÏ. (1995) ont étudié la fixation de la CrylAa, de la CrylAb et de la
CrylAc à une aminopeptidase N de 115 kDa par résonance plasmonique de surface
(smface plasmon resonance). Ce récepteur correspond à l’APNÏ de laquelle l’ancre GPI
a été enlevée. La résonance atteint un niveau deux fois plus élevé lors de la fixation de la
CrylAc que lors de la fixation de la CrylAa ou de la CrylAb. Ce résultat suggère que
l’APNl possède un site de fixation pour la CrylAa et la CrylAb mais que la CrylAc se
fixe à deux sites sur le récepteur. Le premier site de l’APNI fixe la CryÏAa, la CrylAb
et la Cry lAc avec une affinité similaire pour les trois toxines alors que le deuxième site
fixe exclusivement la CiylAc avec une affinité de trois à quatre fois plus faible (Masson
et aÏ., 1995). La fixation de la CrylAc aux deux sites est fortement inhibée par la N
acétyl-galactosamine (Knight et aÏ., 1994; Masson et al., 1995) alors que la fixation de
la CrylAa et de la CrylAb ne l’est pas (Masson et al., 1995). La N-acétyl-galactosamine
inhibe aussi la fixation de la CrylAc sur 1’APNl de L. dispar (Valaitis et aÏ., 1997) et
sur l’aminopeptidase N de 170 kDa de H virescens (Luo et aÏ., 1997). La structure de la
CrylAc fixée à la N-acétyl-galactosarnine a été obtenue par cristallographie et
diffraction des rayons X et a permis d’identifier 7 résidus clés du site de fixation du
domaine III de la toxine avec le récepteur (Li et aÏ., 2001). Des expériences de
mutagénèse dirigée ont permis d’étudier l’importance relative des différents domaines
de la toxine au niveau de la fixation sur le récepteur. La CrylAc se fixe à l’APNY
purifiée de L. dispar de façon biphasique (Jenkins et al., 2000). La fixation du domaine
III de la CrylAc au groupement N-acétyl-galactosamine serait préalable à la fixation du
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domaine II qui est caractérisée par une affinité plus grande (Jenkins et aÏ., 2000). Ces
résultats suggèrent que les domaines II et III sont tous les deux importants lors de la
fixation de la Cry lAc à l’APNl de M sexta.
D’autres études de mutagénèse dirigée ont montré l’importance des résidus
arginine présents dans l’hélice u$ du domaine II de la CrylAa, la CrylAb et la CrylAc,
ce qui suggère que des charges positives contribuent à la reconnaissance de la toxine par
le récepteur (Jenkins et al., 2000 ; Lee et aÏ., 2001). Des charges positives (arginines 36$
et 369) présentes sur la boucle 2 du domaine II de la CrylAb et de la CrylAc pourraient
aussi être importantes pour l’orientation de la toxine par rapport au récepteur
(Rajamohan et aï., 1996a; Lee et aÏ., 2000). Des substitutions simples ou doubles de ces
deux arginines dans la CrylAb et la CrylAc par des résidus ne conservant pas la charge
causent une diminution de la toxicité et de la fixation aux vésicules de membrane à
bordure en brosse de Helicoveipa zea (le ver de l’épi du maïs) et, dans le cas de la
CrylAb seulement, de P. gossypieÏÏa (Karim et Dean, 2000). De même, la substitution
de ces deux arginines par des résidus ne conservant pas la charge positive dans la
CrylAb et la CrylAc entraîne une diminution de la toxicité pour M sextct et L. dispcir et
de la fixation aux aminopeptidases N et aux vésicules de membrane à bordure en brosse
isolées à partir de ces insectes (Lee et al., 2000). Par ailleurs, le caractère aromatique et
hydrophobe du résidu phénylalanine 371 de cette même boucle semble jouer un rôle
essentiel pour la fixation irréversible de la CrylAb chez M sexta (Rajamohan et aï.,
1 996a). De même, des interactions hydrophobes de la boucle 3 du domaine II avec le
récepteur semblent être importantes pour la fixation de la CrylAa chez M sexta et B.
mon et de la CrylAb chez M sexta et H virescens (Rajamohan et aï., 1996b).
La boucle 2 du domaine II de la CrylAa et de la CrylAb ainsi que l’hélice Œ8 de
la CrylAb participent à la fixation au récepteur de type cadhérine chez M sexta (Gémez
et al., 2002a, 2003). Le domaine II de la CrylAa est essentiel pour la fixation au
récepteur de type cadhérine et à l’aminopeptidase N chez B. mon (Jenkins et Dean,
2001) et le domaine III est important pour la fixation de la CrylAa à l’arninopeptidase N
de B. mari (Atsumi et aÏ., 2005) et à une protéine de 210 kDa chez L. dispar (Lee et al.,
1995). Le domaine III de la CrylAb contribue à la fixation sur une protéine de 205 kDa
chez Spodoptera exigua (la légionnaire de la betterave) et sur une protéine de 250 kDa
chez M sexta (de Maagd et al.. 1996a,b). Cependant, la fonction biologique et le rôle
pour la toxicité de ces protéines de 205, 210 et 250 kDa, détectées après les avoir
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dénaturées, fait migrer sur gel de polyacrylamide et transférées sur membrane de
cellulose, restent à déterminer.
Bravo et al. (2004) ont proposé un nouveau modèle du mode d’action des toxines
Cry basé sur des expériences effectuées avec la CrylAb (Gémez et aï., 2002b; Zhuang
et aÏ., 2002; Bravo et aÏ., 2004). Selon ce modèle, les toxines Cry se fixent d’abord au
récepteur de type cadhérine (Bravo et al., 2004 ; Pardo-Lôpez et aï., 2006a). Cette
interaction permettrait la coupure de l’hélice xl, ce qui mènerait à la formation d’un
prépore composé de plusieurs monomères de toxine ; ils suggèrent une structure
tétramérique (Gômez et aï., 2002b; Bravo et al.. 2004; Pardo-Lôpez et at., 2006a).
Cependant, la coupure de l’hélice al ne semble pas essentielle à l’activité des toxines
puisque celles-ci foi-ment des pores dans des vésicules de membrane à bordure en brosse
en absence des protéases du suc intestinal et que des travaux menés à l’aide d’inhibiteurs
de protéases ont montré que les protéases membranaires n’ont pas d’effet sur la
formation de pores par la CrylAa dans ces vésicules (Kirouac et al., 2006b). Le transfert
subséquent du prépore de la cadhérine à l’aminopeptidase N lui permettrait de s’insérer
dans la membrane (Bravo et al.. 2004; Gômez et ctl., 2006 ; Pardo-Lôpez et aï..
2006a,b). Les boucles 2 et 3 du domaine II sont importantes pour l’interaction de la
toxine avec la cadhérine tandis que le feuillet [316 du domaine III de la CrylAb
contribue à la fixation du prépore sur l’aminopeptidase N (Gôrnez et ctï., 2006). Par
ailleurs, le groupement N-acétyl-galactosamine de l’aminopeptidase N est important
pour la fixation du prépore formé par la CrylAc (Pardo-Lôpez et aï., 2006b).
1.6.3.2.2. Fixation de la CrylCa
Plusieurs mutations portant sur les résidus des boucles 2 et 3 du domaine II de la
CrylCa réduisent la toxicité pour S. ÏittoraÏis, A. aegypti et S. exigua (Abdul-Rauf et
Ellar, 1999; Herrero et aL, 2004). Les données de fixation corrèlent avec celles de
toxicité sauf pour les mutations de l’acide aminé R437 de la boucle 3 pour lesquelles la
toxicité est significativement réduite sans que la fixation initiale sur des vésicules de
membrane à bordure en brosse de A. aegypti ne soit modifiée (Abdul-Rauf et Ellar,
1999). La substitution des résidus 41STGV41 par des résidus alanine dans le domaine
III de la CrylCa entraîne une diminution de l’affinité de la fixation de la CrylCa avec
des vésicules de membrane à bordure en brosse de S. exigua (Herrero et aï., 2004).
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1.6.3.3. Effet du pli et de la force ionique sur la fixation
Peu d’études ont examiné l’influence du pH sur la fixation des toxines sur leurs
récepteurs. Les constantes de dissociation pour la fixation de la CrylAc et de quelques
mutants des domaines II et III, choisis pour leur faible toxicité et leur affinité réduite, sur
son récepteur purifié à partir de L. dipar sont les mêmes à pH 7.4 et 9.7 (Jenkins et aï.,
2000). Dans une autre étude, la constante de dissociation et le nombre de sites de
fixation de la CrylAb sur des vésicules de membrane à bordure en brosse de M sexta ne
sont pas modifiés par une augmentation du pH de 7.4 à 8.9 (Van Rie et aÏ., 1989).
Cependant, une légère diminution de l’affinité de la CrylAb et du nombre de sites de
fixation est observée lorsque le pH est augmenté à 10.0. L’augmentation de la
concentration de NaC1 de 75 à 300 mM n’a pas d’effet majeur sur la fixation. Par contre,
la fixation non spécifique diminue à mesure que la concentration de NaC1 est augmentée
(Van Rie et aï., 1989).
1.6.3.4. Fixation et formation de pores
Une fois activées, les toxines CrylAa (Grochulski et al., 1995 ; Schwartz et al.,
1997b), CrylAc (Siatin et al., 1990; Racapé, 1997; Smedley et aÏ., 1997; Schwartz et
al., 1997b; Chandra et. al., 1999), CrylCa (Schwartz et al., 1993, 1997b; Racapé,
1997; Peyronnet et al., 2002), Cry2Aa (English et al. 1994), Cry3Aa (Siatin et aï.,
1990) et Cry3B2 (Von Tersch et aï., 1994) ont la capacité de former, dans des liposomes
et des bicouches lipidiques planes, des pores perméables aux ions en absence de
récepteurs. La concentration de toxine nécessaire pour former des canaux est cependant
beaucoup plus faible dans des membranes lipidiques artificielles dans lesquelles des
vésicules de membrane à bordure en brosse (English et aÏ., 1991 ; Lorence et aÏ., 1995
Martin et Wolfersberger, 1995 ; Peyronnet et aÏ., 2001) ou une préparation partiellement
purifiée d’aminopeptidase N ont été incorporées (Sangadala et al., 1994 ; Schwartz et
al., 1997b). En plus d’augmenter l’efficacité d’insertion de la toxine, les récepteurs
peuvent modifier les propriétés du canal comme la conductance et la sélectivité ionique
(Schwartz et al., 19975 ; Peyronnet et al., 2001).
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1.6.3.5. Fixation et toxicité
De nombreuses études sur la fixation de différentes toxines activées à des
vésicules de membrane à bordure en brosse provenant de l’intestin moyen de larves
d’insectes ont montré que la présence de récepteurs spécifiques est essentielle pour la
toxicité (Hofmann et aï., 198$a,b ; Van Rie et al., 1989, 1990). Différentes lignées de
cellules en culture exprimant le récepteur de type cadhérine de B. mon ÇNagamatsu et
ctl., 1999; Tsuda et al., 2003), de M sexta (Dorsch et aï., 2002; Hua et aL, 2004;
Zhang et aï., 2005), de H virescens (Jurat-Fuentes et Adang, 2006) ou de O. nubiïaïis
(f lannagan et aï., 2005) ont acquis une sensibilité à la CrylAa, à la CrylAb ou à la
CrylAc. In vivo, une réduction de l’expression de l’aminopeptidase N de 10$ kDa chez
8. litura par l’administration d’ARN double brin spécifique pour cette aminopeptidase a
mené à une diminution de la sensibilité des larves pour la CrylCa (Rajagopal et al.,
2002) tandis que l’expression de l’APNl de M sexta chez les larves de Drosophiïa
meïanogater (la mouche du vinaigre) entraîne une sensibilité à la Cry lAc (GuI et Ellar.
2002). Contrairement à la CrylCa et à la CrylJa, la CrylAc et la CrylBa possèdent
moins de sites de fixation sur les vésicules de membrane à bordure en brosse de larves
de M sexta de stade 3 que sur celles de premier stade (Gilliland et al., 2002). La
diminution du nombre de sites de fixation s’accompagne d’une toxicité plus faible de la
CrylAc et de la CrylBa pour les larves de stade 3 (Gilliland et aï., 2002). De même, la
perte d’un des sites de fixation de la CrylAb, observée dans des vésicules de membrane
à bordure en brosse de Thaurnetopoea pityocampa (la processionnaire du pin) durant le
développement de l’insecte, concorde avec une perte de toxicité (Rauseli et al.. 2000).
Alors qu’une fixation spécifique de la CrylAb est détectée sur des vésicules de
membrane à bordure en brosse de stade I et de stade 2 de Lymantnia inonacha (la
nonne), aucune fixation n’est observée sur des vésicules préparées à partir de larves du
dernier stade. La CrylAb étant très peu toxique pour L. monacha, l’étude de l’effet du
stade larvaire sur la toxicité n’a pas été réalisée (Rauseil et al., 2000). Cependant, dans
ces expériences de fixation, la qualité des vésicules pourrait varier en fonction du stade
et donc fausser les estimations du taux de fixation (Rausell et aï., 2000 ; Gilliland et aï.,
2002). D’autre part, la majorité des cas de résistance sont attribuables à des défauts dans
les sites de fixation (ferré et aï., 1995 ; Ferré et Van Rie, 2002 ; Griffitts et Aroian,
2005). Des mutations dans une aminopeptidase N chez P. interpunctella (Zhu et aï.,
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2000) et Helicoverpa armigera (la noctuelle des tomates) (Wang et aL, 2005), ainsi que
l’absence d’expression d’une aminopeptidase N chez S. exigua (Herrero et al., 2005),
ont été associées à une résistance. Des mutations dans une cadhérine ont aussi été
rattachées à une résistance chez H. virescens (Heckel et aÏ., 1997 ; Gahan et ctl., 2001) et
P. gossypiella (Morin et aÏ., 2003), et une diminution du taux d’expression d’une
phophatase alcaline a été corrélée avec une résistance chez H virescens (Jurat-Fuentes et
Adang, 2004). Une diminution du contenu en glycolipides de la membrane à bordure en
brosse a également été observée chez une lignée résistante de F. xytostelÏa
(Kumaraswami et al.. 2001).
1.6.4 Insertion dans la membrane et formation du pore
Après la fixation au récepteur, la protéine devra changer de conformation afin de
s’insérer dans l’environnement hydrophobe de la membrane. Les longues hélices
hydrophobes et amphipathiques du domaine I suggèrent que ce domaine est responsable
de la formation des pores dans les cellules apicales de l’intestin moyen des insectes
sensibles (Schnepf et al., 1998). Des fragments de toxine colTespondant au domaine I de
la CrylAc (Walters et cii., 1993), de la Cry3Aa (Schwartz et Laprade, 2000) et de la
Cry3Ba (Von Tersch et aï., 1 994) forment des canaux dans des bicouches lipidiques
planes. La capacité de ces fragments isolés de la CrylAc et de la Cry3Ba à permettre un
efflux du rubidium $6 contenu dans des liposomes a également été démontrée (Walters
et aÏ., 1993 ; Von Tersch et aÏ., 1994).
Il est généralement admis que l’oligomérisation de plusieurs molécules de toxine
est nécessaire pour la formation de pores par les toxines Cry du bacille de Thuringe.
Selon le modèle de formation de pores proposé par Bravo et aÏ. (2004) et discuté dans la
section 1.6.3.2.1, l’oligomérisation précéderait l’insertion dans la membrane.
1.6.4.1. Modèles d’insertion
Des analogies avec d’autres toxines ont donné naissance à deux modèles
théoriques de l’insertion des toxines de B. thuringiensis dans la membrane cellulaire, le
modèle en parapluie et le modèle en canif (f igure 3) (Knowles, 1994). Dans le modèle
Q en canif (Figure 3B), les hélices a5 et a6 s’éloignent du reste du domaine I telle la lame
d’un canif et s’insèrent dans la membrane. Le reste de la molécule demeure à la surface
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de la membrane ou sur le récepteur. Dans le modèle en parapluie (Figure 3C), un
changement conformationnel permet l’insertion des hélices a4 et a5 dans la membrane
alors que les autres hélices du domaine I s’étalent à la surface de la membrane
(Knowles, 1994; Aronson et Shai, 2001). L’hypothèse de l’insertion des hélices a4 et Œ5
s’appuie sur le fait que le côté C-terminal de l’hélice Œ4, la boucle Œ4-Œ5 et la partie N-
terminale de l’hélice Œ5 correspondent au segment le moins polaire du domaine I
(Grochulski et aï., 1995) et que ces hélices sont reliées du côté du domaine I qui fait face
à la membrane lorsque la toxine est fixée sur le récepteur (figure 3A) (Gazit et al.,
1998).
Afin de restreindre les mouvements intramoléculaires, Schwartz et al. (1 997a)
ont créé des ponts disulfure dans le domaine I et entre les domaines I et II de la CrylAa.
Des ponts disulfure ont donc été formés entre les hélices a3 et Œ4 (R99C-A144C), entre
les boucles Œ2b-a3 et a4-Œ5 (188C-Y153C), entre les hélices Œ5 et ex6 (V162C-A207C),
entre l’hélice aS et la boucle reliant l’hélice a7 et le domaine II (S176C-S252C), et entre
l’hélice a7 et le domaine II (R224C-S279C). Tous les ponts ont aboli la formation de
canaux par la toxine dans des bicouches lipidiques planes en conditions oxydantes. mais
pas en présence de -mercaptoéthanol (un agent réducteur). Ces résultats suggèrent que
le domaine I doit s’éloigner du domaine II et que les hélices a3 et a4, aS et a6. et aS et
a7 doivent s’éloigner les unes des autres pour qu’il y ait insertion dans la membrane.
Cependant, contrairement au mutant R99C-AÏ44C, les mutants V162C-A207C. S176C-
S252C et R224C-S279C ont une activité similaire à celle de la CrylAa dans des
intestins de M sextct, telle que mesurée par des expériences d’inhibition du courant de
court-circuit (Alzate et al., 2006). Cependant, une fi-action des mutants pour laquelle le
pont disulfure ne se serait pas formé pourrait expliquer une absence d’effet des
mutations dans ces dernières expériences. D’autre part, la création d’un pont disulfure ne
peut pas expliquer les résultats obtenus avec le mutant R99C-A144C puisque le mutant
simple R99C n’est pas toxique pour M sexta ni pour B. mûri, même à une concentration
de 4000 ng/cm2 (Alzate et al., 2006). Ceci n’est pas très surprenant, puisque Vachon et
aï. (2002) avaient observé que la substitution de l’arginine 99 de la CrylAa par un
résidu cystéine, tyrosine ou glutamate entraîne une diminution quasi complète de la
toxicité envers M sexta et une abolition de la formation de pores dans des vésicules de
membrane à bordure en brosse de cet insecte.
Gfigure 3. Modèles d’insertion des toxines de B. thuringiensis dans la membrane
apicale de l’intestin moyen des insectes, basés sur la structure de la Cry3Aa. (A)
Une orientation possible de la toxine lors de la fixation au récepteur. Un changement
conformatioimel déclenché par la fixation pourrait être transmis du domaine II au
domaine I par l’hélice u7 (Li et al., 1991) et initier l’insertion dans la membrane. (B) Le
modèle en canif Les hélices a5 et Œ6 s’insèrent dans la membrane. (C) Le modèle en
parapluie. Les hélices a4 et a5 s’insèrent dans la membrane alors que les autres hélices
s’étalent à la surface. Schéma tiré de Knowles (1994).
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Schwartz et aï. (1997a) ont proposé un modèle dans lequel le pore est formé d’au
moins quatre molécules de toxine et possède un diamètre d’au moins 0.6 nrn. L’hélice
Œ4 fait face à la lumière du pore et l’hélice a5 fait face à la surface lipidique de la
membrane (Schwartz et aï.. 1 997a). Notons cependant que les diamètres des pores
présentés dans la section 1.6.4.6 sont tous plus élevés que 0.6 nm. Des études de
microscopie à force atomique ont montré des structures composées de quatre petites
bosses entourant une dépression de 1.5 nrn, ce qui suggère que le pore pourrait en effet
être formé de quatre sous-unités (Vié et aÏ., 2001).
Les travaux de Gazit et al. (1998) corroborent eux aussi le modèle en parapluie.
Ces auteurs ont étudié l’interaction entre des peptides correspondant à chacune des sept
hélices du domaine I de la Cry3Aa avec une membrane formée de phosphatidylcholine.
Seul le peptide correspondant à l’hélice cil n’interagit pas avec la membrane. Leurs
résultats de spectroscopie infrarouge par transformée de Fourier indiquent que les
hélices ct4 et ci5 adoptent préférentiellement une orientation transmembranaire alors que
les hélices u2, a3, ci6 et ci7 sont préférentiellement orientées presque parallèlement à la
surface de la membrane. L’hélice ci? est légèrement inclinée par rapport à cette surface.
Des mesures de transfert d’énergie par résonance (fluorescence resonance energy
transfer, FRET) suggèrent un assemblage anti-parallèle des hélices a4 et ci5. Des
simulations des interactions électrostatiques et hydrophobes entre les peptides
correspondant aux hélices ci2 à ct7 et une bicouche ont aussi été effectuées. Malgré les
indications expérimentales en faveur de l’insertion des hélices ci4 et ci5 dans la
membrane, dans ces simulations, les peptides correspondant aux hélices ci4 et ci5 ne
s’insèrent pas dans la bicouche. Gazit et aï. (199$) ont suggéré qu’afin de protéger leurs
chaînes latérales hydrophiles ces deux hélices doivent s’assembler pour pouvoir
s’insérer. La formation de pores a aussi été étudiée avec des peptides correspondant.
pour la CrylAc, aux hélices Œ4 et Œ5 de même qu’à un segment comprenant ces deux
hélices et la boucle qui les relie (Cumming et al., 1994 ; Gerber et Shai, 2000) et, pour la
Cry3Aa, à l’hélice Œ5 (Gazit et al., 1994). L’hélice Œ5 de la CrylAc (Cumming et al.,
1994) et de la Cry3Aa (Gazit et al., 1994) forment des canaux dans des bicouches
lipidiques planes. Contrairement à l’hélice a4 de la CrylAc, l’hélice Œ5 de cette toxine
entraîne une libération de la calcéine emmagasinée dans des liposomes (Gerber et Shai,
2000). Par contre, le peptide correspondant aux hélices Œ4 et Œ5 et à la boucle qui les
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relie est beaucoup plus actif, ce qui entraîne une libération plus grande de calcéine
(Gerber et Shai, 2000). De plus, des mesures de FRET montrent que, lorsqu’elles sont
fixées à la membrane, les hélices u4 et ai peuvent s’associer pour former des
hétérooligomêres oti des homooligomères (Gerber et Shai, 2000). Enfin, des simulations
de dynamique moléculaire effectuées avec des peptides correspondant aux hélices ai et
a7 de la Cry3Aa ont montré que le potentiel membranaire pourrait faciliter l’insertion de
l’hélice Œ5 alors qu’il n’aurait aucun effet sur l’hélice u7 qui resterait à la surface de la
membrane (Biggin et Sansom, 1996).
1.6.4.2. Rôle des différents domaines dans la formation de pores
1.6.4.2.1. Domaine I
Des expériences de mutagénèse dirigée montrent l’importance du domaine I ainsi
que de certains résidus chargés pour l’insertion de la toxine. Les mutations dans le
domaine I n’ont pas beaucoup d’effet sur la fixation réversible mais plusieurs altèrent la
fixation irréversible, l’inhibition des courants de court-circuit, la conductance des
canaux formés dans des bicouches lipidiques, la formation de pores dans des vésicules
de membrane à bordure en brosse, et la toxicité, ce qui indiqtte que des événements
suivant la fixation, tels que l’insertion dans la membrane et la formation des pores, sont
modifiés (Wu et Aronson, 1992; Chen et aÏ., 1995 ; Hussain et al., 1996 ; Manoj Kurnar
et Aronson, 1999; Masson et al., 1999; Alcantara et al., 2001 ; Coux et aÏ., 2001
Nuùez-Valdez et aÏ., 2001 ; Vachon et aÏ., 2002, 2004). Alors que plusieurs mutations
portant sur des résidus des hélices a4 et Œ5 entraînent une diminution importante de la
toxicité et de l’activité de formation de pores (Wu et Aronson, 1992 ; Manoj Kumar et
Aronson, 1999 ; Masson et aÏ., 1999 ; Nufiez-Valdez et aï., 2001 ; Vachon et al., 2004),
celles qui modifient des résidus des hélices Œ2, Œ3, a6 ou Œ7, à l’exception de certaines
mutations comme celles modifiant l’alanine 92 et l’arginine 93 (hélice Œ3) de la CrylAb
et de la CrylAc et l’arginine 99 (hélice Œ3) de la CryÏAa, ont des effets relativement
plus faibles sur la toxicité (Wu et Aronson, 1992 ; Aronson et al., 1995 ; Hussain et aï.,
1996; Manoj Kumar et Aronson, 1999; Alcantara et al., 2001 ; Coux et cd., 2001
Vachon et al.. 2002). Ces exceptions peuvent être expliquées par l’abolition d’un pontC salin (arginine 93) (Hussain et al., 1996) ou par des interactions électrostatiques (alanine
92, arginine 99) (Hussain et aï., 1996 ; Vachon et al., 2002). En effet, l’alanine 92 n’est
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pas exposée au solvant mais fait face à la boucle apolaire cL4-OE5. L’introduction d’un
résidu chargé négativement pourrait avoir un effet répulsif quand la toxine entre en
contact avec la surface de la membrane intestinale chargée négativement (Hussain et aï.,
1996). D’autre part, contrairement aux autres résidus chargés de l’hélice Œ3, l’arginine
99 est située du côté hydrophobe de l’hélice. La présence d’une charge positive à cette
position semble donc essentielle pour la formation de pores et pour la toxicité (Vachon
et aÏ., 2002).
Masson et al. (1999) ont analysé l’effet de mutations dans l’hélice 4 du domaine
I de la CrylAa. Leurs résultats montrent que certains résidus chargés (glutamate 129,
arginine 131, aspartate 136) sont importants pour la toxicité. Le glutamate 129 et
l’aspartate 136 font face à la lumière du canal. La charge négative de ces résidus semble
influencer la conductance du canal. En effet, la restauration de la charge négative du
mutant Dl 36C par le (2-sulfonatoéthyl)rnéthanethiosulfonate de sodium (MTSES)
rétablit la conductance à des niveaux près de ceux de la CrylAa (Masson et al., 1999).
De même, des expériences de gonflement osmotique ont montré qu’à pH 7.5 l’activité
des mutants E128C et D136C est réduite tandis qu’à pH 10.5, alors que le groupement
thiol de la cystéine est chargé négativement, on observe une restauration partielle de
l’activité (Vachon et al., 2004). Parmi les résidus conservés de l’hélice Œ5, seule
I’histidine 168 semble jouer un rôle important au niveau de l’oligomérisation ou de la
formation du pore (Nufiez-Valdez et aÏ.. 2001). La substitution de l’histidine 16$ située
dans le milieu de la face hydrophobe de l’hélice Œ5 de la CrylAc par une arginine
augmente la toxicité pour M sexta (Wu et Aronson, 1992) et le taux de fixation
irréversible (Schnepf et aï., 199$) alors que sa substitution par un résidu chargé
négativement (aspartate) entraîne une réduction de la toxicité (Wu et Aronson, 1992).
1.6.4.2.2. Ponts salins interdomaines
Les domaines I et II des toxines sont reliés par des ponts salins (Grochulski et aï.,
1995). Les résultats obtenus par Schwartz et al. (1997a) (section 1.6.4.1) avec leur
mutant interdomaine reliant les domaines I et II de la CrylAa par un pont disulfure
montrent que la capacité du domaine I de s’éloigner du reste de la protéine est nécessaire
pour l’insertion de la toxine dans une bicouche lipidique plane en absence de récepteur
spécifique. Ces deux domaines pourraient s’éloigner l’un de l’autre si la fixation de la
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toxine au récepteur affaiblissait ces ponts salins et en favorisait la rupture. Un tel
mécanisme pourrait ainsi contribuer à expliquer pourquoi la formation des pores est
beaucoup plus efficace en présence de récepteurs spécifiques.
Coux et aÏ. (2001) ont étudié, avec des expériences de gonflement osmotique, le
rôle des ponts salins interdomaines dans la capacité de la CrylAa et de la CrylAc à
former des pores dans des vésicules de membrane à bordure en brosse de M sexta.
Quatre ponts salins (aspartate 222-arginine 281, arginine 233-glutamate 28$, arginine
234-glutamate 274 et aspartate 242-arginine 285) relient les domaines T et II de la
CrylAa (Grochulski et aÏ., 1995). Ces quatre ponts salins ont été abolis individuellement
dans les mutants de l’hélice a7 D222A, R233A, R234A et D242A. Des mutations
(D242N et D242P) ont aussi été introduites dans la Cryl Ac pour abolir le pont salin
aspartate 242-arginine 265. Toutes les toxines testées, à l’exception du mutant D242A
de la CrylAa, perméabilisent les vésicules. Les trois mutants actifs de la CrylAa à pH
10.5 et le mutant D222A à pH 7.5 induisent une formation de pores plus rapidement que
la CrylAa, ce qui suggère que la flexibilité moléculaire résultant de l’abolition des ponts
salins facilite l’insertion des toxines dans la membrane. D’autre part, tous les mutants
sont considérablement moins toxiques que leurs toxines parentales respectives. Les
auteurs suggèrent que l’augmentation de la flexibilité pourrait rendre les toxines plus
sensibles à la protéolyse dans l’intestin moyen de l’insecte (Coux et aÏ., 2001).
1.6.4.2.3 Domaine III
Une région conservée qui fait partie du feuillet 13-17 du domaine III de la CrylAa
et de la CrylAc (521RYRVR1R527 dans la CrylAa) présente une face fortement chargée
positivement et semble importante au niveau de la perméabilisation de la membrane.
Selon le modèle en parapluie, cette région riche en résidus arginine se retrouve près de la
zone qui pourrait former l’entrée du canal. De plus, une liaison hydrogène entre la
chaîne latérale de la troisième arginine (position 525) et l’oxygène du groupement
carbonyle de l’arginine 254 (le premier résidu de la boucle qui relie les domaines I et II)
d’une autre région hautement conservée relie le domaine I au domaine III (Grochulski et
aÏ., 1995 ; Schwartz et aï., 1997e). Ces acides aminés pourraient donc possiblement
influencer l’entrée des ions dans le canal. Des substitutions des résidus arginine aux
positions 521 et 527 de la CrylAa (Chen et aÏ., 1993 ; Wolfersberger et aÏ., 1996
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Schwartz et aï., 1997c) et des quatre résidus arginine de la CrylAc (Masson et aÏ., 2002)
ont été réalisées. Ces mutations ne modifient pas la fixation de la CrylAa à des vésicules
de membrane à bordure en brosse de B. mon (Chen et aï., 1993), mais entraînent une
diminution de la toxicité de la CrylAa envers cet insecte (Chen et aï.. 1993
Wolfersberger et aÏ., 1996) et de la CrylAc envers P. xylostelta (Masson et aÏ., 2002),
de l’efficacité avec laquelle la CrylAa inhibe les courants de court-circuit dans des
intestins moyens de B. mon (Chen et aÏ., 1993), et de l’activité de la CrylAa dans des
vésicules de membrane à bordure en brosse de B. mon (Wolfersberger et aÏ., 1996). Ces
mutations modifient légèrement la conductance des canaux formés par la Cry I Aa et ta
CrylAc dans des bicouches lipidiques en absence de récepteur (Schwartz et al., 1997c
Masson et aÏ., 2002). Cette région conservée pourrait jouer un rôle au niveau de la
stabilité structurale de la toxine et du bon fonctionnement des pores formés (Schwartz et
al., 1997e ; Masson et al., 2002).
1.6.4.3. Effet du pH et de la charge des phospholipides sur la formation de pores
par la CrylCa en absence de récepteur
Butko et al. (1994) ont étudié la formation de pores par la CrylCa dans des
liposomes unilamellaires à l’aide d’une sonde fluorescente sensible au potentiel
membranaire, l’iodure de 3’,3’-diéthylthiadicarbocyanine (diS-C2(5)). Les vésicules
chargées en KC1 sont suspendues dans une solution isotonique de NaCI. L’ajout de
valinomycine génère un potentiel en permettant l’efflux des ions potassiques. La
formation de pores par la CrylCa entraîne la dissipation du potentiel généré en
favorisant le passage des ions sodium et chlore. Dans des liposomes formés de
phosphatidylcholine (PC), un lipide portant une charge négative et une charge positive,
et de phosphatidylglycérol (P0), un lipide chargé négativement, dans une proportion de
9:1, la dissipation du potentiel est plus rapide lorsque les expériences sont menées à pH
4.0 qu’à pH 7.4 ou à pH 10.0. À pH 4.0, lorsque des liposomes sont formés uniquement
de PC, l’activité de la CrylCa est réduite par rapport à l’activité mesurée avec des
vésicules contenant 10% de PG. L’effet du P0 sur l’activité de la CrylCa n’est pas
spécifique. Il est reproduit lorsque le P0 est remplacé par un autre phospholipide chargé
Q négativement, le dicétylphosphate. Ces auteurs suggèrent que des interactionsélectrostatiques interviennent lors de la fixation de la toxine sur la membrane.
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1.6.4.4. Effet du pH sur la formation de pores dans des vésicules de membrane i
bordure en brosse
Des expériences de gonflement osmotique de vésicules de membrane à bordure
en brosse de l’intestin de M sexta ont montré que la capacité de la CrylCa à former des
pores est grandement réduite à pH 10.5 (Tran et al., 2001), un pH similaire à celui
retrouvé in vivo dans la lumière de l’intestin moyen de la larve (Section 1.5.2.2). L’effet
du pH est cependant beaucoup plus marqué pour la CrylCa que pour la CrylAc. Ces
résultats concordent avec le fait que la CrylCa est significativement moins toxique que
la CrylAc pour M sexta (van Rie et aÏ., 1989, 1990). D’autre part, la formation des
pores est très sensible à la température. À 2°C la formation de nouveaux pores est
empêchée sans que la vitesse de gonflement des vésicules ne soit modifiée
significativement (Vachon et al., 2006). Ainsi, en exploitant cette propriété, on observe
que, lorsque les vésicules sont incubées à température ambiante avec la CrylCa à un pH
donné et soumises au choc osmotique à un second pH à 2°C, le gonflement osmotique
des vésicules dépend uniquement du pH de la solution dans laquelle les vésicules ont été
incubées avec la toxine (Vachon et aÏ., 2006). Le pH semble donc modifier la capacité
de la CrylCa à former des pores sans altérer leurs propriétés une fois qu’ils sont formés
(Vachon et aÏ., 2006). Par contre, cet effet du pH sur l’activité de la CrylCa n’a pas été
observé lors d’expériences utilisant les mêmes vésicules ainsi qu’une sonde fluorescente
sensible au potentiel membranaire, l’iodure de 3’,3’-dipropylthiadicarbocyanine (DiS
C3(5)) (Kirouac et aÏ., 2003). La différence majeure entre ces deux techniques est la
force ionique présente lors de l’incubation des vésicules avec la toxine. Dans les
expériences de gonflement osmotique, les vésicules et les toxines sont préincubées à
faible force ionique alors que dans les expériences de fluorescence elles sont
préincubées à force ionique élevée. Or, la force ionique présente dans l’intestin de
l’insecte est élevée (Section 1.5.2).
Ces études ne permettent pas de préciser à quelle étape du mode d’action le pH et
la force ionique exercent leur influence sur l’activité des toxines. Cependant, des
expériences de gonflement osmotique effectuées avec des vésicules incubées
préalablement avec une chimère (AcCC) constituée du domaine I de la Cry lAc et des
Q domaines II et III de la CrylCa montrent une dépendance de l’activité en fonction du pHsimilaire à celle qu’avait observée Tran et aÏ. (2001) pour la CrylAc (V. Vachon,
3communication personnelle). Ces résultats suggèrent que le domaine I pourrait être
responsable de la différence d’activité de la CrylAc et de la CrylCa en fonction du pi-l.
Puisque le domaine I joue un rôle crucial dans l’insertion de la toxine, le pH semble
influencer la formation de pores plutôt que la fixation de la toxine sur le récepteur.
Cependant, la cinétique de formation des pores par cette chimère n’a pas été étudiée et
pourrait différer de la cinétique de formation de pores par la Cry lAc.
1.6.4.5. Taille des pores
Le diamètre interne des pores formés par la CrylAc, estimé à partir de la
perméabilité de vésicules de membrane à bordure en brosse de l’intestin moyen de M
sexta pour des solutés neutres de différentes tailles, varie seulement de 2.4 nm à pH 8.7 à
2.6 nm à pH 9.8 (Carroll et Ellar, 1997). Par ailleurs, des mesures de la perméabilité
pour le sucrose et le raffinose des pores formés par la CrylAa (pH 7.5 et 10.5) et par la
CrylAc (pH 6.5, 7.5, 8.5, 9.5 et 10.5) dans des vésicules de membrane à bordure en
brosse ont montré que ceux-ci sont significativement plus petits à un pH près de la
neutralité qu’à un pH plus alcalin (Coux et aï., 2001 ; Tran et aï., 2001). Le raffinose,
dont le rayon hydraté est de 1.2 nm (Schultz et Solomon, 1961), diffuse à travers les
membranes à pH supérieur ou égal à 7.5 (Coux et aï., 2001 ; Tran et al., 2001) ce qui
indique que les pores ont un diamètre d’au moins 2.4 nm.
Le diamètre des pores formés par la CrylCa dans des bicouches lipidiques a été
estimé à partir des niveaux de conductance (variant de 21 à 246 pS en conditions
symétriques de KC1) observés en présence de polyéthylèneglycols de différentes tailles.
Les polyéthylèneglycols qtii peuvent pénétrer à l’intérieur du canal abaissent les niveaux
de conductance mesurés. Les résultats de ces travaux suggèrent que la CrylCa forme des
agrégats composés d’un nombre variable de canaux s’ouvrant simultanément et
possédant un diamètre similaire de 2.0 à 2.6 nm. La formation de ces agrégats de canaux
explique les différents niveaux de conductance observés (Peyronnet et aï., 2002).
D’autre part, des images de structures formées par la CrylAa et visualisées par
microscopie à force atomique suggèrent que le diamètre interne du pore pourrait être de
1.5 nm. Cependant, ces structures ont été formées dans une monocouche lipidique avant
Q qu’une deuxième monocouche ne soit ajoutée (Vié et aï., 2001). Elles sont donc forméesdans des conditions très différentes de celles qui prévalent dans l’intestin de l’insecte ou
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de celles qui sont utilisées dans les expériences effectuées à l’aide de bicouches
lipidiques planes ou de vésicules de membrane à bordure en brosse.
1.6.4.6. Sélectivité ionique des pores
Les toxines de 3. thuringiensis permettent la diffusion d’une variété de cations et
d’anions, monovalents ou divalents, d’acides aminés, de glucose. de sucrose. de
raffinose et de polyéthylèneglycols (Siatin et aÏ., 1990; English et aÏ., 1991, 1994;
Carroli et Ellar, 1993, 1997 ; Schwartz et aÏ., 1993, 1997a,c; Von Tersch et aÏ., 1994;
Vachon et aï., 1995, 2002, 2004; Smedley et aÏ., 1997; Villalon et aï., 199$; Coux et
al., 2001 ; Peyronnet et aÏ., 2001, 2002 ; Tran et aÏ., 2001 ; Kirouac et aÏ., 2002, 2006a).
Dans des vésicules de membrane à bordure en brosse, la CryÏAa et la CrylAc forment
des canaux sélectifs pour les cations à pH 7.5 et à pH 10.5 (Kirouac et aÏ., 2002).
Dans des bicouches lipidiques planes, à pH 9.7, la CrylAc et la Cry3Aa forment
des canaux ayant une sélectivité cationique caractérisée par un rapport de perméabilité
PK/Pcj d’environ 25 (Siatin et al., 1990). À pH 9.0, Schwartz et aï. (1997a) ont observé
des canaux formés par la Cry lAc qui ont un rapport de perméabilité PK/PCj de 9 tel que
calculé à partir des potentiels d’inversion par Kirouac (2006). Un effet du pH a été
observé sur la sélectivité des pores formés par la CrylCa dans des bicouches lipidiques
planes. Le rapport de perméabilité PK/PCI calculé à partir des résultats obtenus par
Schwartz et aÏ. (1993) est de 3 à pH 6.0 et de 11 à pH 9.0 (Kirouac, 2006). À pH 6.0, la
CrylCa forme aussi des canaux qui ont un rapport de perméabilité Pci/Poi de 20
(Schwartz et al., 1993 ; Kirouac, 2006). Dans des vésicules de membrane à bordure en
brosse incubées avec la CrylCa, la diminution de la perméabilité des vésicules induite
par le pH élevé ne peut pas être causée par un changement de la sélectivité des canaux
puisque la perméabilité de la membrane induite par la toxine n’est pas altérée par des
modifications artificielles de sa perméabilité pour les cations ou pour les anions (Tran et
aÏ., 2001). La CrylAa (Schwartz et aÏ., 1997e) et la Cry3Ba (Von Tersch et aÏ., 1994)
forment aussi des canaux cationiques dans des bicouches lipidiques planes qui sont
caractérisés par un rapport de perméabilité PK/PCI de 20 (Kirouac, 2006) et d’environ 2 à
3 (Von Tersch et aÏ., 1994), respectivement.
Peyronnet et al. (2001) ont étudié les canaux formés par la CrylAa dans des bicouches
lipidiques planes en présence et en absence de membrane à bordure en brosse fusionnée
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aux bicouches. Les expériences ont été réalisées en présence de chlorure de N-rnéthyl-D
glucarnine, ce qui réduit considérablement l’activité des canaux endogènes de la
membrane à bordure en brosse (Peyroirnet et al., 2000, 2001). Le rapport de perméabilité
PCl/PNMDG qui varie de 4 à $ en présence de membrane à bordure en brosse, est réduit de
2 à 4 fois en son absence.
1.6.5. Lyse cellulaire et mort de l’insecte
Suite à la formation de pores, l’abolition des gradients ioniques et une entrée
d’eau par osmose entraînent la lyse colloïdale des cellules en colonne (Knowles et Ellar,
1987). Alors que la formation de pores est mesurée après des temps très courts dans les
expériences in vitro, la mort de l’insecte ne survient qu’après quelques jours (Knowles,
1994). Un des premiers symptômes de l’intoxication est le fait que les insectes cessent
de s’alimenter. S’il est généralement accepté que la mort de l’insecte est causée par
inanition ou par septicémie (Knowles, 1994), il est à noter que les chenilles intoxiquées
par B. thuringiensis meurent beaucoup plus rapidement que celles qu’on prive de
nourriture, qui réussissent à survivre 7 à 10 jours (Broderick et aÏ., 2006).
Bien que l’ingestion de toxines seules entraîne la mort de l’insecte, de
nombreuses études résumées par Schnepf et aï. (199$) ont montré que la présence de
spores de B. thuringiensis augmente la toxicité. Cependant, les travaux de Broderick et
al. (2006) semblent indiquer que la lyse des cellules épithéliales par les toxines du
bacille de Thuringe permet aux bactéries présentes dans l’intestin de coloniser
Ï’hémolymphe de l’insecte, ce qui entraîne une septicémie. En effet, contrairement aux
populations d’Enterobacter et dEscherichia cou, la population de B. thuringiensis
décroît dans l’hémolymphe isolée à partir de larves de L. dispar. De plus, après avoir été
élevées sur un milieu contenant plusieurs antibiotiques, les larves ont été soumises à
différentes doses d’une formulation commerciale (Dipel) à base de B. thuringiensis var.
kurstaki contenant des spores et de la protoxine. La mortalité induite par B. thuringiensis
est réduite lorsque la concentration d’antibiotiques dans la diète est augmentée. Le
rétablissement de la population d’Enterobacter restaure l’activité de B. thuringiensis
(Broderick et al., 2006). Ces auteurs ont cependant utilisé de la protoxine qui doit
d’abord être activée dans l’intestin de l’insecte. Normalement, les bactéries composant la
flore intestinale, qui sont absentes dans leurs expériences, poulTaient participer à
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l’activation des toxines (Kawara et Ohba. 1994). Dans ces expériences, on ne peut donc
pas exclure que l’absence de mortalité soit causée par un problème au niveau de
l’activation de la toxine. Par contre, des expériences réalisées avec des larves de
Hornona magnanirna (le tortrix du théier oriental) axéniques, c’est à dire élevées en
absence complète de microbe, montrent que celles-ci sont tuées après avoir été exposées
à B. thuringiensis var. aizawai (Takatsuka et Kunimi, 2000). Cette étude montre
cependant que certaines bactéries intestinales, des genres Streptococcus et
Staphyloccocus, inhibent la croissance de B. thuringiensis après la mort de l’insecte
(Takatsuka et Kunimi, 2000).
La toxicité de 3. thuringiensis varie en fonction de la composition de l’alimentation de
l’insecte (Brewer et Anderson, 1990 ; Bauer, 1992 ; Sivarnani et cii., 1992 ; Salama et
Abdel-Razek, 1992 ; Appel et Schultz, 1994 ; Meade et Hare, 1994 ; Moldenke et aï.,
1994 ; Hwang et aÏ., 1995 ; Farrar et ai., 1996 ; Beveridge et Elek, 2001; Kouassi et al.,
2001). Les terpènes du sapin de Douglas inhibent la croissance de plusieurs bactéries
dont B. thuringiensis et E. cou et diminuent la toxicité des spores de B. thuringiensis
pour Orgyia pseudotsugata (la chenille à houppes du sapin de Douglas) (Andrews et aï.,
1980). Ils agissent en détruisant la membrane cytoplasmique de la bactérie (Andrews et
ai., 1980). Cependant, ils n’apportent aucune protection pour L. dispar se nourrissant
d’aiguilles de sapin de Douglas contre un produit commercial à base de B. thuringiensis
contenant des protoxines (Moldenke et aÏ., 1994). De plus, les composés phénolés des
plantes (glucosides phénoliques, acide gallique, résorcinol, acide cinnamique, acide p
coumarique) augmentent la toxicité de B. thuringiensis pour plusieurs insectes (Brewer
et Anderson, 1990 ; Sivamani et al., 1992 ; Hwang et al., 1995). Il semblerait que les
glucosides phénoliques endommagent les cellules épithéliales de l’intestin moyen et
inhibent la régénération cellulaire qui se produit normalement suite aux dommages
infligés par les toxines de B. thitringiensis (Hwang et aÏ., 1995).
1.7. Présentation des travaux de recherche
Bien que les grandes étapes du mode d’action des toxines du bacille de Thuringe
(solubilisation, activation, fixation à un récepteur spécifique et formation de pores)
soient maintenant connues, le fin détail de chacune de ces étapes ainsi que les facteurs
qui les influencent ne sont pas encore complètement élucidés. Tel que décrit en détail
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précédemment, plusieurs récepteurs potentiels ont été identifiés et l’importance des
récepteurs spécifiques a été clairement démontrée. Cependant leur rôle exact n’a pas été
complètement déterminé. Il a été suggéré que les récepteurs pourraient faire partie de la
structure du pore ou seulement catalyser leur formation (Knowles et Dow, 1993; Liang
et al., 1995 ; Schwartz et Laprade, 2000). Dans le second cas, les récepteurs seraient
recyclés et pourraient favoriser l’insertion de nouvelles molécules de toxine. Afin
d’évaluer chacune de ces deux possibilités, la cinétique de formation de pores par la
CrylAc, qui est l’une des toxines les plus actives contre M sexta, a été étudiée en détail
dans des vésicules de membrane à bordure en brosse préparées à partir d’intestins de
larves de M sexta à l’aide d’une technique de gonflement osmotique (Chapitre 3). Un
nombre maximum de pores peut être formé par la CrylAc dans une suspension de
vésicules donnée, ce qui suggère que le récepteur ne peut pas être recyclé et qu’il
demeure associé à la structure du pore.
Les facteurs physico-chimiques présents dans l’intestin moyen des insectes sont
susceptibles d’influencer l’activité des toxines. Dans des vésicules de membrane à
bordure en brosse isolées à partir de l’intestin moyen de M sexta, la CrylCa forme des
pores plus efficacement à pH 7.5 qu’à pH 10.5 lorsque son activité est étudiée à l’aide
d’une technique de gonflement osmotique (Tran et ctL, 2001). Son activité est cependant
similaire aux deux pH lorsqu’elle est étudiée avec une sonde fluorescente sensible au
potentiel membranaire (Kirouac et al., 2003). Les conditions expérimentales utilisées
dans ces deux études, menées en parallèle dans notre laboratoire, diffèrent: lors de
l’incubation des vésicules avec la toxine, la force ionique et la concentration des
vésicules sont considérablement plus élevées dans les expériences utilisant la sonde
fluorescente. L’étude des effets combinés du pH, de la force ionique et des cations
divalents sur l’activité de la CrylAc et de la CrylCa a donc été entreprise à l’aide d’une
technique d’électrophysiologie en intestins isolés qui a été développée dans notre
laboratoire (Peyronnet et al., 1997) et de la technique de gonflement osmotique de
vésicules de membrane à bordure en brosse (Chapitre 4). L’effet de la concentration des
vésicules lors de l’incubation avec ces deux toxines sur la formation des pores a aussi été
étudiée à l’aide de cette dernière technique. Les résultats obtenus dans cette étude
indiquent que les différences de force ionique étaient responsables du manque de
C corrélation entre ceux des deux études précédentes et mettent en évidence l’importance
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des interactions électrostatiques lors de la formation des pores par les toxines du bacille
de Thuringe.
La présence de protéases intestinales est un autre facteur du microenviroirnement
qui pourrait être déterminant pour l’activité des toxines. Il a été suggéré que la
protéolyse de la toxine, suite à sa fixation au récepteur, facilite l’insertion de la toxine
dans la membrane et accélère la formation des pores (Lightwood et ai., 2000). D’autre
part, il a été suggéré que l’augmentation de la flexibilité de la toxine causée par une
i;utation qui abolit un des quatre ponts salins reliant les domaines I et II de la CrylAa,
comme la mutation R233A, pourrait augmenter la sensibilité de la toxine à la protéolyse,
ce qui expliquerait que ces mutants ont une toxicité réduite malgré une capacité à former
des pores dans des vésicules de membrane à bordure en brosse comparable à celle de la
toxine non mutée (Coux et aÏ., 2001). L’effet du suc intestinal sur l’activité de la
CrylAa, de la CrylAb, de la CrylAc, de la CrylCa, de la CrylE et du mutant R233A de
la CrylAa a donc été étudié à l’aide de la technique d’électrophysiologie en intestins
isolés (Chapitre 5). Le suc intestinal entraîne une augmentation importante de l’activité
de la CrylAb qui ne peut cependant pas être attribuée aux protéases intestinales. D’autre
part, en présence et en absence de suc intestinal, l’activité des toxines ne corrèle que
partiellement avec leur toxicité, une observation qui met en lumière la complexité de
l’interaction entre les toxines de bacille de Thuringe et les insectes sensibles.
1.7.1. Contribution des coauteurs
J’ai participé activement en tant que chercheur principal à l’ensemble des travaux
présentés dans les Chapitres 3, 4 et 5. J’ai été dirigée par le Professeur Raynald Laprade
et par Vincent Vachon, attaché de recherche. Ce dernier a participé à l’élaboration des
protocoles et à la réalisation des expériences, notamment pour les articles présentés dans
les Chapitres 3 et 4. La rédaction des articles a été majoritairement faite par moi aidée de
R. Laprade et de V. Vachon pour l’interprétation générale des résultats et la correction
de l’anglais. Ces travaux ont été financés à partir des fonds de recherche des Professeurs
R. Laprade et Jean-Louis $chwartz. D’autres collaborateurs ont aussi participé à ces
études et leur contribution est décrite ci-après.
C
36
Chapitre 3
Cette étude fait suite à deux articles rendant compte de travaux réalisés dans notre
laboratoire et publiés antérieurement. Un de ces articles fait partie de la thèse de Martin
Kirouac alors étudiant au doctorat. Ce dernier a donc participé à tocite la réflexion
entourant cette étude.
Chapitre 4
Lucie Marceau, alors technicienne dans notre laboratoire, a produit les toxines
nécessaires en quantités particulièrement appréciables pour ce travail.
Chapitre 5
Le mutant R233A de la CrylAa a été utilisé dans cette étude. La mutagénèse
dirigée a été réalisée dans le laboratoire de Roger Frutos, chercheur au CIRAD
(Montpellier, France), et la protéine a été produite et purifiée dans notre laboratoire.
CHAPITRE 2
MATÉIUEL ET MÉTHODES
Toutes les expériences présentées dans les Chapitres 3, 4 et 5 ont été effectuées à
l’aide de larves de M sexta. Les oeufs fertilisés ont été achetés de la Carolina Biological
Supply Company (Burlington, Caroline du Nord) ou de l’insectariurn du département
d’entomologie de la North Carolina State University (Raleigh. Caroline du Nord). Les
larves ont été élevées sur un milieu artificiel fourni avec les oeufs.
2.1. Préparation des toxines
Le mutant R233A de la CrylAa a été créé in vitro par mutagénèse dirigée (Coux
et aÏ., 2001). Les toxines sauvages CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylBa, CrylCa et
CrylEa, ainsi que le mutant R233A ont été préparés à partir de souches de B.
thuringiensis produisant une seule toxine recombinante (Masson et al., 1989). Les
protoxines ont ensuite été solubilisées et activées avec la trypsine tel que décrit par
Masson et aÏ. (1994). Les toxines actives ont été purifiées par chromatographie sur une
colonne échangeuse d’ions de type Mono Q (Pharmacia Biotech, Montréal, Québec). La
toxine fixée a été éluée avec un gradient de 50-500 mM NaC1 dans un tampon de 20 mM
carbonate de sodium (pH 10.8) (Masson et al., 1994).
2.2. Suc intestinal
Le suc intestinal a été isolé à partir de larves de cinquième stade de M sextct. Le
contenu intestinal a été récupéré suite à la dissection de l’intestin moyen. La fraction
insoluble a été enlevée à l’aide d’une centrifugation de 10 minutes à 7500 g. Le
surnageant, fractionné en aliquotes, a été conservé à -80°C pendant un maximum de 2
semaines. Les concentrations de potassium et de sodium ont été mesurées à l’aide d’un
photomètre à flamme (Modèle 1L943) (Fisher Scientific, Montréal, Québec). et la
concentration de chlore avec un chloridornètre numérique (Modèle Buchier 4-25 00)
(Buchler Instrument, Fort Lee, New Jersey). L’osmoÏalité du suc intestinal a été mesurée
avec un osmomètre à pression de vapeur (Vapro 5520) (Wescor, Logan, Utah).
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2.3. Mesures de gonflement osmotique
Des mesures de l’intensité de la lumière diffusée ont permis d’observer le
gonflement osmotique de vésicules de membrane à bordure en brosse de M sexto
(Carroll et Ellar, 1993). Cette technique, à la fois polyvalente et rapide, a permis l’étude
détaillée de la cinétique de formation de pores par la CrylAc (Chapitre 3) et l’étude des
effets des ions divalents sur la formation des pores par la CrylAc et la CrylCa (Chapitre
4).
La dissection des intestins moyens des larves de cinquième stade a été effectuée
dans une solution glacée composée de 300 mM sucrose, 17 mM
tris(hydroxyrnéthyl)aminométhane (Tris)-HC1 (pH 7.5) et 5 mM éthylène glycol-bis(2-
aminoéthyléther)-N,N,N,N’,N’-tétraacétate (EGTA). Les tubules de Malpighi et la
membrane péritrophique, avec son contenu, ont été retirés avec des pinces. Les vésicules
de membrane à bordure en brosse ont été purifiées à partir d’intestins préalablement
broyés dans un malaxeur, à l’aide d’une technique de précipitation au magnésium et de
centrifugation différentielle décrite par Wolfersberger et aÏ. (1987). Les préparations
finales de vésicules ont été suspendues dans 10 mM N-(2-hydroxyéthyl)pipérazine-N’-
(2-éthanesulfonate) (Hepes)-KOH (pH 7.5) et entreposées à -80°C. En préparation pour
les expériences, les vésicules ont été diluées dans 10 mM Hepes (pH 7.5), ou 3-
cyclohexylamino- 1 -propanesulfonate (Caps)-KOH (pH 10.5), afin d’obtenir environ
90% du volume final désiré, et incubées jusqu’au lendemain pour permettre aux solutés
de s’équilibrer de part et d’autre de la membrane des vésicules. Avant le début de
l’expérience, les vésicules ont été diluées à 0.4 mg de protéine/rnl avec suffisamment
d’albumine sérique bovine pour obtenir une concentration finale de 1 mg/ml.
Les vésicules sont soumises à un choc osmotique en les mélangeant rapidement
avec la solution hypertonique appropriée à l’aide d’un appareil de type « stopped-flow »
(Hi-Tech Scientific, Salisbury, Angleterre) installé dans un spectrofluorornètre. Les
changements de volume sont mesurés par l’intermédiaire de l’intensité de la lumière
diffusée. Le volume des vésicules diminue d’abord rapidement suite à la sortie d’eau, ce
qui cause une augmentation de l’intensité de la lumière diffusée. Selon la perméabilité
de la membrane au soluté, celui-ci diffuse vers l’intérieur de la vésicule. Il s’ensuit une
entrée concomitante d’eau et les vésicules récupèrent alors une partie de leur volume
initial, tel qu’observé par une diminution graduelle de l’intensité de la lumière diffusée.
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Pour certaines expériences, les vésicules et la toxine ont d’abord été préincubées
pendant une heure à 23°C afin d’étudier la perméabilité des pores ainsi formés
(Chapitres 3 et 4). Pour étudier la cinétique de formation des pores, deux protocoles ont
été suivis. Le premier (Chapitres 3 et 4) est le même que celui qui a été utilisé dans
plusieurs études précédentes (Carroil et Ellar, 1993 ; Tran et al., 2001 ; Vachon et al.,
2002, 2004, 2006; Kirouac et aï., 2006b). Les vésicules, qui ont d’abord été réchauffées
à 23°C, ne sont pas préincubées avec la toxine mais sont mélangées en même temps
avec la toxine et la solution hypertonique. Le second (Chapitre 3) est une nouvelle
approche. Les vésicules, qui ont été incubées pendant différents temps avec la toxine à
23°C, sont rapidement refroidies à 2°C afin d’empêcher la formation de nouveaux pores
après la période d’incubation (Vachon et aÏ., 2006) et mélangées avec la solution
hypertonique à 2°C. L’intensité de la lumière diffusée est mesurée à 450 mu, à un angle
de 90° du faisceau incident et à une fréquence de 10 Hz à l’aide d’un spectrofluorornètre
PTI (Photon Technology International, South Brunswick, New Jersey) sauf pour les
expériences effectuées à 2°C pour lesquelles un spectrofluoromètre Spex Fluorolog CM-
3 (Jobin Yvon Horiba Edison, New Jersey) a été utilisé. Les expériences, chacune
réalisée en quintuplicata, ont été effectuées au moins trois fois avec des préparations de
vésicules différentes.
2.4. Mesures du potentiel membranaire
L’abolition, par les toxines du bacille de Thuringe, du potentiel membranaire de
la membrane apicale de l’intestin moyen a été étudiée à l’aide d’une technique
d’électrophysiologie en intestins isolés mise au point dans notre laboratoire (Peyronriet
et al., 1997). Cette technique nous a permis d’étudier l’effet de différents facteurs
physico-chimiques, comme la force ionique (Chapitre 4) et le suc intestinal (Chapitre 5),
dont l’étude n’était pas possible en utilisant des vésicules de membrane à bordure en
brosse et la technique de gonflement osmotique décrite ci-dessus (section 2.3) (Carroll et
Ellar, 1993) ou celle de fluorescence (Kirouac et al., 2003), deux techniques par ailleurs
largement utilisées dans notre laboratoire.
Les intestins moyens sont isolés à partir de larves de troisième stade de M sexta
qui s’alimentent activement, puis rincés avec la solution de perfusion qui sera employée
loi-s de l’expérience. Les intestins isolés sont aspirés dans une pipette de verre jusqu’à ce
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que le bout recourbé de l’intestin recouvre l’extrémité de la pipette, exposant ainsi les
cellules épithéliales. Le potentiel de la membrane apicale de ces cellules est mesuré à
l’aide d’une microélectrode de verre remplie de 1 M KCY reliée à un amplificateur KS
700 (WP Instrument, New Haven, Connecticut) et enregistré sur une table traçante
(Houston Instrument, Austin, Texas). La résistance de l’électrode était de 100 à 200 MÇ2.
Le bain est perfusé avec une solution, préalablement oxygénée, jusqu’à ce que le
potentiel reste stable pendant 5 minutes. La perfusion est ensuite arrêtée et 1 ml de la
solution de perfusion contenant ou non de la toxine est ajouté directement dans le bain.
Après cinq minutes, la préparation est rincée pendant dix minutes. Dans une étude
précédente, la solution de perfusion contenait 32 mM KC1, 5 mM CaCl2 5rnM MgC12,
166 mM sucrose et 5mM Tris-HC1 (pH 8.0) (Peyronnet et al., 1997). Cette concentration
potassique correspond à celle de l’hérnolymphe des larves de M sexta et le pH est
inférieur à celui de la lumière intestinale. Cette solution a été adaptée afin d’étudier
l’effet du pH et de la force ionique sur l’activité des toxines (Chapitre 4) et de mieux
correspondre aux conditions présentes dans l’intestin de l’insecte (Chapitre 4 et 5), tout
en gardant la même osmolalité que la solution originale. Des expériences ont été
effectuées à pH 7.5 ou à pH 10.5 en absence de potassium ou en présence de 32 ou 122
mM KC1. Le tampon Tris-HC1, pH 8.0, a été remplacé par un tampon Hepes-KON (pH
7.5) (Chapitre 4), ou Caps-KOH (pH 10.5) (Chapitres 4 et 5). Dans certaines
expériences, le KCÏ a été remplacé par du sucrose afin d’étudier l’effet des toxines à
faible force ionique (Chapitre 4) alors que, dans d’autres expériences, tout le sucrose a
été remplacé par du KC1 afin d’étudier l’effet des toxines à une force ionique élevée et à
une concentration de KC1 plus représentative de celle de l’intestin (Chapitres 4 et 5). Le
magnésium, qui forme des hydroxydes insolubles à pH 10.5, a été remplacé par du
sucrose. Le potentiel membranaire est normalisé en divisant les valeurs expérimentales
par le potentiel membranaire moyen mesuré pendant les cinq premières minutes de
l’expérience.
2.5. Bioessais
Des expériences de toxicité ont été effectuées sur des larves néonates avec des
toxines déjà activées tel que décrit précédemment (Coux et al., 2001). Les toxines sont
d’abord diluées dans un tampon phosphate contenant 8 mM Na7HPO4, 2 mM KHPO4 et
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150 mM NaCl, pH 7.4. Des échantillons de toxine de 100 t1 sont déposés dans des cases
de 1.8225 cm2 et absorbés par le milieu artificiel qui s’y trouve. Afin d’évaluer, pour
chaque toxine, les concentrations entraînant 50% de mortalité et une inhibition de 50%
de la prise de poids par les larves, plusieurs concentrations de toxine sont testées.
Chacune des larves est pesée et déposée seule dans une case et élevée à 26°C et à 70%
d’humidité relative avec une photopériode de 12 h de clarté et 12 h d’obscurité. Au
moins 6 groupes de 25 larves ont été utilisés pour chaque concentration de toxine. Après
7 jours, la mortalité a été notée et les larves qui ont survécu ont été pesées. Les données
ont été corrigées par rapport à la mortalité des larves témoins élevées en absence de
toxine. Les doses causant 50% de mortalité et une inhibition de 50% de la prise de poids
par les larves, ainsi que les intervalles de confiance, ont été déterminés par une analyse
des probits (finney, 1971).
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RÉSUMÉ
Après s’être fixées à des récepteurs spécifiques, les toxines Cry forment des pores
dans la membrane apicale de l’intestin moyen des insectes sensibles. Cependant, le rôle
exact des récepteurs n’est pas complètement élucidé. Ils pourraient faire partie de la
structure des pores ou simplement catalyser leur formation pour être ensuite recyclés.
Pour évaluer ces detix possibilités, la cinétique de formation des pores dans des
vésicules de membrane en brosse isolées de Manduca sexta a été étudiée avec une
technique de gonflement osmotique. La formation des pores par la CrylAc pendant une
période d’incubation de 60 min dépend fortement de la dose utilisée mais atteint
rapidement un maximum lorsque la dose est augmentée. Par ailleurs, suite à l’exposition
des vésicules à la toxine, le taux de gonflement osmotique atteint rapidement un
maximum après une période de latence. Dans ces conditions, aux concentrations
relativement élevées, le taux de gonflement osmotique maximum augmente linéairement
avec la concentration de toxine. Par contre, lorsque les vésicules sont incubées pendant
une courte période avec la toxine et refroidies rapidement pour empêcher la formation de
nouveaux pores avant et pendant l’expérience de gonflement osmotique, le taux de
formation des pores atteint un maximum quand la concentration de toxine est
augmentée. Ces résultats suggèrent que les récepteurs n’agissent pas en simples
catalyseurs, mais qu’ils demeurent associés avec les pores une fois qu’ils sont formés.
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Abstract
Afier binding to specific receptors, Cry toxins form pores in the midgut apical
membrane of susceptible insects. The receptors could forrn part of the pore structure or
sirnply catalyze pore formation and consequently be recycled. To discriminate between
these possibilities, the kinetics of pore formation in brush border membrane vesicles
isolated from Manduca sexta was studied with an osmotic swelling assay. Pore
formation, as deduced from changes in membrane permeability induced by Cry lAc
during a 60-min incubation period, was strongly dose-dependent. but rapidly reached a
maximum as toxin concentration was increased. Following exposure of the vesicles to
the toxin, the osmotic swelling rate reached a maximum shortly afier a delay period.
Under these conditions. at relatively high toxin concentrations, the maximal osmotic
swelling rate increased linearly with toxin concentration. When vesicles were incubated
for a short time with the toxin and then rapidly cooled to prevent the formation of new
pores before and durïng the osmotic swelling experiment, a plateau in the rate of pore
formation was observed as toxin concentration was increased. Taken together, these
resuits suggest that the receptors do not act as simple catalysts of pore formation, but
remain associated with the pores once they are formed.
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1. Introduction
Bac illus thuringiensis toxins are widely used as an environment-friendly alternative
to chernical insecticides. Because each member of this group of toxins is specifically
active against a lirnited number of insect species, they constitute a very efficient tool for
the biological control of targeted insect pests. Afier ingestion by susceptible insect
larvae, these proteins are solubilized and activated by partial proteolysis in the midgut
lumen. The activated toxins form pores in the apical brush border membrane of insect
midgut epithelial ceils afier binding to specific receptors [1]. The presence ofthese pores
abolishes the ionic gradients established across the ceil membrane and perturbs the
osmotic equilibrium of the ceils, thus causing deleterious alterations in cellular
bioenergetics and disrupting the midgut epithelium [21. Binding of a toxin to its receptor
involves a reversible step [3,4J which is followed by an ineversibÏe binding step [5—7].
Irreversible binding is generally considered to correspond to the insertion of the toxin
into the apical membrane [5—7]. However, activated toxins can form pores in the
absence of receptors, in liposomes and planar lipid bilayers, although pore formation is
considerably more efficient in artificial lipid membranes in which brush border
membrane vesicles [8—11] or partially purified receptors [12,13] have been incorporated.
It has been suggested that the receptor may form part of the pore structure, together
with the toxin, or may simply facilitate pore formation [7,14]. According to this latter
possibility, the receptor should be recycled and becorne available for the formation of
additional pores after the assembly of each pore is completed. In the present study, the
likelihood of these two schemes was evaluated on the basis of a detailed analysis of the
kinetics of pore formation by CrylAc in midgut brush border membrane vesicles
isolated from Manduca sexta using an osmotic swelling assay. These experiments
measured either membrane permeability afier a 60-min incubation period of the vesicles
with the toxin or estimated the rate of pore formation from the rate of swelling of the
vesicles. The resuits indicate that a maximum number of pores can be formed in a given
vesicle suspension, suggesting that the receptor remains associated with the pore
structure once it is formed.
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2. Materials and methods
2.]. Insects
Fertilized M sexta eggs were purchased from the North Carolina State University
EntomoÏogy Department insectary (Raleigh, NC). Larvae were reared on a standard
synthetic diet suppÏied with the insects.
2.2. Toxins
CrylAc and CrylCa were prepared from B. thuringiensis strains producing the
appropriate single recombinant toxin, made soluble and trypsin-activated as described
elsewhere [15,16]. The activated toxins were purified by fast protein liquid
chromatography using a Mono Q ion exchange column (Pharmacia Biotech, Montreal,
Qc). Bound toxin was eluted with a 50—500 mM NaC1 gradient in 20 mM sodium
carbonate buffer (pH 10.8) [16].
2.3. Osmotic swelÏing assay
Brush border membrane vesicles were purified from isoÏated midguts of fifth-instar
M sexta larvae with a magnesium precipitation and differential centrifugation procedure
[17]. The membrane permeabilizing effects of Cry lAc and Cry 1 Ca were analyzed with
an osmotic swelling assay [1$]. Vesicles (0.4 mg membrane proteinlrnl) equilibrated
overnight in 10 mM HEPES—KOH (pH 7.5) or CAPS—KOH (pH 10.5) were incubated
for 60 min with the appropriate toxin concentration. They were then rapidly mixed,
directly in a ctivette, with an equal volume of 10 mM of the appropriate buffer, 1 mg of
bovine serum albumin per ml and either 150 mM KC1 or potassium gluconate, or 300
mM sucrose using a stopped-flow apparatus (Hi-Tech Scientific, Salisbury, England). In
response to this hypertonic shock, vesicles rapidly shrink, thereby causing a sharp rise in
scattered light intensity. Depending on their permeability to the solutes, the vesicles
subsequently recover some of their original volume [19]. Kinetic experiments designed
to evaluate the rate of pore formation were conducted with vesicles that were not pre
incubated with toxin but were instead mixed with the appropriate hypertonie solution
containing the indicated concentration of CrylAc. In some experiments, vesicles that
were incubated for the indicated time with the toxin at 23°C were rapidly cooled to 2°C
C and mixed with the hypertonic solution at 2°C. Scaered light intensity was monitored at
450 mn at an angle of 90° and at a frequency of 10 Hz in a PTI spectrofluorometer
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(Photon Technology International, South Brunswick, NJ) or, for experiments carried out
at 2°C, in a Spex f luorolog CMIII spectrofluororneter (Jobin Yvon Horiba, Edison, NJ)
[20]. Experiments, each carried out in quintuplicate, were perforrned at least three tirnes
with different vesicle preparations. Data are presented as means ± standard error of the
mean (SEM).
2.4. Data analysis
As described previousÏy [21 ,22], scattered light intensity measurements were first
converted into relative scattered light intensity values for which 1 was attributed to the
highest intensity measured in the absence of toxin and O was attributed to the lowest
intensity measured with 150 pmol Cryl Ac/mg membrane protein. Percent volume
recovery is defined as [1-I(t)]100 where Itt) is the measured relative scattered light
intensity at a given time t. For kinetic experiments, percent volume recovery was
calculated for each experirnental point. Control values obtained in the absence of toxin
were subtracted from those measured in the presence of CrylAc. The resulting curves,
which illustrate the changes in membrane permeability due to the effect of the toxin,
were fitted with a Boltzmann sigmoidal function with the software Origin (OriginLab
Corporation, Northampton, MA). The delay preceding vesicle swelling. a pararneter
arbitrarily defined as the time required to reach a volume recovery of 1%, was derived
directly from these fitted curves. The maximal osmotic swelÏing rate was estimated from
the siope of the fitted curves at their inflection point. Dose-response curves obtained
afier either a 1-min or a 60-min incubation ofthe vesicles with the toxin were fitted with
the Hill equation using the software Origin. Statistical analyses were donc using two
tailed unpaired Student’s t tests and differences were considered significant when p <
0.05.
3. Resuits
3.]. Toxin-inducedpermeability
The permeability induced by Cry lAc in midgut brush border membrane vesicles
isolated from M sexta, an index of the number of pores formed, was rneasured using an
osmotic swelling assay based on light scattering measurernents [18]. The vesicles were
C first incubated for 60 min with various concentrations of Cry 1 Ac and then submitted to a
hypertonic shock by mixing them rapidly with an equal volume of 150 mM KC1 (Fig.
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lA). The osmotic swelling rate of the vesicles increased rapidly to a maximum with
increasing toxin concentration (Fig. lA). On the other hand, when vesicles were exposed
simultaneously to the toxin and KC1 gradient, their maximal osmotic swelling rate,
corresponding to the maximal siopes of the curves, increased graduaily with increasing
toxin concentration (Fig. 15).
Toxin activity can be strongly influenced by pH and ionic strength [21,23].
Although these factors affected CrylCa considerably more strongly than Cry lAc,
significant differences were observed in the rate of pore formation by CrylAc as pH was
increased to 10.5 [2 1,231. Because these earlier experiments were carried out at a single
toxin concentration, the effect of pH and ionic strength was further analyzed, in the
present study, by performing rnost experiments at pH 7.5 and 10.5 in the presence of
charged and uncharged solutes. Fig. 2 summarizes a large number of experirnents
performed after incubation of the vesicles with Cry lAc. Percent volume recovery afier 3
s in the presence of KCI was strongly dose-dependent and reached a plateau (Fig. 2A).
The data were best fitted with a Hill equation bearing a Hill coefficient of 1. This value
corresponds to that estimated by Hoffmann et al. [3] from the binding of CiylB to Pieris
brassicae brush border membrane vesicles and by Guihard et ai. [24] on the basis of
potassium efflux from Sf9 celis induced by CrylCa. The deduced parameters VRMAX,
corresponding to the percent volume recovery afier 3 s at the plateau, and K0 5, the
apparent haif-saturation constant, are given in Table 1. As the plateau was reached at a
volume which approaches that of fuily re-swelled vesicles, corresponding to the
maximal volume that the vesicles can attain in this type of experiment [19], KC1 was
replaced by isotonic solutions of two less permeable solutes, sucrose (Fig. 23) and
potassium gluconate (Fig. 2C) [21]. Again, a plateau was reached at both pH values, but
at a lower level (Table I), confirming that the plateau was reached because a maximal
number of pores was formed rather than because of a limitation in the osmotic swelling
capacity of the vesicles. In agreement with the results of a previous study [21],
permeability to sucrose was slightly, but significantly higher at pH 10.5, while
permeability to potassium gluconate was sirnilar at both pH values. In ail cases, half
saturation levels were attained at a relatively similar toxin concentration (Table 1). The
differences in apparent haif-saturation constants observed between pH 7.5 and 10.5 wereQ significant (p <0.05) in the presence ofKCl and sucrose.
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It remains possible, however, that pore formation could be lirnited by a lack of
space in the membrane, rather than by the saturation of the receptors. To test this
possibility, osmotic swelling experiments were performed with vesicles that had been
incubated beforehand for 60 min with 150 pmol CrylAc/mg membrane protein and
various concentrations of CrylCa. While, in M sexta, the receptors for CrylAc have
been identified as an aminopeptidase N of 120 kDa [12,25] and a cadherin-like protein,
BT-R1 t26], Cryl Ca binds to a different receptor, an aminopeptidase N of 106 kDa [27].
These assays were only performed at pH 7.5 because, at pH 10.5, CrylCa is poorly
active in osmotic swelling experiments perfoniied with J’vf. sexta vesicles [21].
Increasing the concentration of CrylCa clearly caused a dose-dependent increase in the
vesicle swelling rate above the level attained in the presence of Cry lAc alone (Fig. 3).
The highest percent volume recovery values reached after 3 s were 55 + 4 and 41 ± 2, in
the presence of sucrose and potassium gluconate, respectively (Fig. 3). As was observed
previously [21], the dose-response curves obtained with CrylCa were more sigmoidal
than those obtained with CrylAc. furthermore, the increases in volume recovery
attributable to the presence of 150 pmol of Cry Ï Calmg membrane protein were similar
to those previously observed in the absence of CrylAc [21]. The concentration of
CrylCa necessary to reach haif of the maximum swelling rate (Fig. 3) was much higher
than the apparent haif-saturation constants calculated from the experiments using
various concentrations of CryÏAc (Table 1).
3.2. Osmotic swelting rates
Experiments similar to that illustrated in fig. 13 were also carried out in the
presence of the same solutes as those used in the experiments sumrnarized in Fig. 2, at
pH 7.5 and 10.5 (Fig. 4). In these experiments, percent volume recovery increased as a
sigmoidal function of time. Each curve is therefore characterized by two pararneters.
defined in the Materials and rnethods section, the delay preceding the onset of osmotic
swelling (Fig. 4A,C,E) and the maximal osmotic swelling rate (Fig. 4B,D,f). For all
three solutes tested, the delay decreased rapidly as toxin concentration was increased.
but soon reached a relatively constant value (Fig. 4A,C,E).
As the percent volume recovery values measured in the absence of toxin were
C subtracted from those obtained in the presence of CrylAc, the maximal osmotic swelling
rates presented in fig. 4 are exclusively due to the activity of the toxin. For each solute
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tested, the maximal osmotic swelling rates of the vesicles increased rapidly, at the lower
toxin concentrations, and more or less linearly, at the higher concentrations, without
apparently reaching a plateau, even at 1000 pmol CrylAc/mg membrane protein (400
nM). Interestingly, the maximal osmotic swelling rates rneasured in the presence of KC1
were considerably higher at pH 7.5 than at pH 10.5 (Fig. 4B), although such a difference
was not apparent in the presence of sucrose (Fig. 4D) or potassium gluconate (Fig. 4F).
In agreement with the resuits shown in Fig. 2, the maximal osmotic swelling rates were
much higher in the presence of KC1 (Fig. 4B) than in the presence of sucrose (Fig. 4D)
or potassium gluconate (fig. 4f).
3.3. A new approach to measure pore formation kinetics
In the previous set of experiments (fig. 4), the maximal swelling rates occurred at
different times and different values of percent volume recovery. The vesicles also have a
small, but non-negligible permeability to the different solutes. As a consequence, the
maximal osmotic swelling rates were measured under different solute gradient
conditions for each toxin concentration. A new approach was therefore developed to
measure the rate of pore formation as a function of toxin concentration. Vesicles were
first incubated with 50 pmol CrylAc/mg membrane protein for O to 60 min at 23°C
before being cooled rapidly to 2°C (Fig. SA). The osmotic swelling assay was then
performed at 2°C. At this temperature, pore formation by the toxin is prevented, but the
vesicles swell readily [20]. Percent volume recovery afier 3 s is then a good indicator of
the number of pores formed during the incubation period. This value reached a
maximum afier a shorter incubation period at pH 7.5 than at pH 10.5 (Fig. SA). Afier
about 10 min at pH 7.5 and 30 min at pH 10.5 no new pores were formed (fig. SA).
Based on Fig. SA, vesicles were incubated for 1 mm, an incubation time which is short
enough to provide a good indicator of the initial rate of pore formation, but long enough
to allow accurate measurements of the osmotic swelling rate (Fig. 5B). Once more, the
data were best fitted with a Hill equation bearing a Hill coefficient of 1. Osmotic
swelling rates reached a maximum value that was flot significantly different at pH 7.5
(54 ± 4 percent volume recovery afier 3s) and at pH 10.5 (43 ± 4 percent volume
recovery afier 3s). The toxin concentration needed to attain half of this maximal value
was also not significantly different at pH 7.5 (9 ± 2 pmol/mg membrane protein) and pH
10.5 (36 ± 15 pmol/mg membrane protein).
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4. Discussion
Although B. thuringiensis toxin receptors clearly play a critical role in specificity
[3—5,28] and greatly facilitate pore formation [8—13], their exact contribution to the
mechanism of pore formation remains unclear. In the present study, we examined the
hypothesis according to which the receptors act as catalysts for pore formation. As such.
they should be expected to flot only accelerate pore formation, but also to be
continuously recycled for the formation of new pores. By analogy with an enzyme
catalyzed reaction, the cumulative number of pores formed should increase with time as
long as a sufficient concentration of toxin is available for the formation of new pores.
On the other hand, the rate at which pores are formed should reach a maximum as soon
as the toxin concentration is sufficient to ensure that ah receptors are actively
contributing to the formation of new pores.
In a first series of experiments, membrane perrneability was evaluated after brush
border membrane vesicles had been incubated with various concentrations of Cry lAc
for 60 min. Under these conditions, the osmotic swelling rate of the vesicles. an
indication of the number of pores formed within the membrane, rapidly reached a
maximum as the toxin concentration was increased (Fig. 2). In these experiments,
membrane permeability did flot appear to be limited by the time during which the
vesicles were exposed to the toxin since, in the presence of a saturating toxin
concentration, increasing the incubation time from one to at least ten h had littie effect
on the osmotic swelling rate of the vesicles (data flot shown). In addition, experiments in
which the vesicles were exposed to a saturating concentration of Cry 1 Ac for various
periods of tirne revealed that the osmotic swelhing rate of the vesicles also reached a
maximum much before the end of the 60-min incubation period (Fig. 5A). Furthermore,
the maximum osmotic swelling rate was much higher when the vesicles were incubated
with both CrylAc and CrylCa, an indication that the number of pores formed by each of
the toxins is himited by the availability oftheir respective receptors.
These resuits indicate that, in contradiction with the catalytic hypothesis, the
receptors are not recycled following the formation of a new pore. They are consistent
however with a large number of studies demonstrating that toxin binding to insect
midgut brush border membrane vesicles is saturable [e.g., 3—7,28] and that a maximum
level of membrane permeability is reached as toxin concentration is increased [eg.,
21 ,29—3 1]. Since irreversible binding, following incubation of brush border membrane
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vesicles with toxin, accounts for the rnajority of total specific toxin binding [7], rnost
membrane-bound toxin appears to be inserted into the membrane and is hkely to
participate in pore formation. In agreement with this conclusion, the haif-saturation
constants presented in Table 1 are reasonably similar to published estimates of the
dissociation constant for the binding of CrylAc to M sexta brush border membrane
vesicles (0.2 + 0.04 and 0.6 ± 0.03 nM [5], and 1.58 ± 0.06 nM [32]) and to the repoiled
value for the concentration of Cry lAc needed to inhibit by 50% the accumulation of L
phenylalanine in vesicles isolated from the same species (3.24 + 0.35 pmol/mg
membrane protein [33]). On the other hand, estimates of the binding site concentration
vary from 4 + 0.2 and 6.3 ± 1.4 pmol/mg membrane protein [5] to 20.2 ± 0.04 pmol/mg
membrane protein [32]. In reasonable agreement, percent volume recovery afler 3 s
reached a constant value in the presence of approxirnately 15 to 50 prnol/mg membrane
protein, depending on the solute used to test membrane permeability (fig. 2).
B. thuringiensis Cry toxins have long been known to form pores in artfficial lipid
bilayers, in the absence of receptors [34,35]. Because pore formation under these
conditions is nevertheless relatively inefficient, the concentration of Cry lAc was
increased up to 1000 pmol/mg membrane protein to test whether pores forrned by this
non-specific pathway could be detected in the brush border membrane once the
receptors are saturated with toxin. As shown in Fig. 2, this increase in toxin
concentration was flot accornpanied by an observable increase in membrane
permeability. These results clearly show that pore formation is considerably less
efficient in the absence of available receptors than in their presence. Its detection in
planar lipid bilayers [34,35] is probably only possible because of the very sensitive
electronic amplification systems used in this type of experiment which aÏlows the study
of individual pores.
In the presence of a finite number of receptors, the rate of pore formation, as a
function of toxin concentration, is expected to reach a maximum value when the
receptors are saturated with toxin whether or not they are reutilised afler each cycle of
pore formation. The absence of plateaus in f ig. 4, which summarizes the resuits of
experiments designed to estimate the rate of pore formation by Cry 1 Ac, could therefore
be somewhat surprising. This result is nevertheless consistent with that of a previous
C study in which the maximal osmotic swelling rate of the vesicles neyer reached a
constant value as the concentration of CrylAa was increased up to 600 prnol/mg
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membrane protein [22]. However, the delay ranged from 2 to 28 s. depending on the
solute being tested, for ail toxin concentrations tested, except 5 and 15 prnol/mg
membrane protein for which it was considerably longer (Fig. 4A,C,E). With the
exception of the experiments performed at these lower toxin concentrations, the
maximal osmotic swelling rates (Fig. 4B,D,F) were measured between about 2 to 33 s.
This time period therefore corresponds to the very beginning of the ascending part of the
curves.
This observation and the fact that the maximal osmotic sweiiing rates did flot reach a
plateau suggest that, in experiments such as that illustrated in Fig. lB, it was measured
before the reversible binding reaction had reached equilibrium. The maximal osmotic
swelling rate therefore does not necessarily correspond to the maximal rate of pore
formation. This possibility is supported by the observation that the osmotic sweiiing rate
reached a plateau when measured afler 1 mm, under conditions in which the vesicles are
prevented from swelling before the end of the incubation period and in which additional
pores are prevented from forming afier this period (Fig. 53). It therefore appears that the
osmotic sweiling rates measured in the experirnents summarized in Fig. 5 are more
representative of the maximal rate of pore formation than the maximal osmotic swelling
rates measured under the conditions used in the experiments sumrnarized in Fig. 4. In
the latter experimental approach, the vesicles begin to swell as soon as pores begin to
form at a time where the trans-membrane solute gradient is maximal. Thereafier, the
osmotic swelling rate decreases as this gradient becornes smaller even if additional pores
continue to accumuiate within the membrane. Consequentiy, during the early phase of
pore formation, membrane permeabiiity appears to be limited by the rate at which toxin
molecules can react with the receptors at the surface of the membrane. Afterwards.
equilibrium is reached at the level of the receptors, the rate of pore formation reaches a
maximum and membrane perrneabiiity increases with toxin concentration in a saturable
manner (Fig. 5).
A protocol similar to that used in the experiments iÏlustrated in Fig. 13 has been
followed extensively to estimate the rate at which different toxins increase the
permeabiiity of insect midgut brush border membrane vesicles [18.20—23,29—31]. In
these studies, the activity of different toxins [29—31], or the effect of various factors
C including pH [20,21,23], ionic strength [23], protease inhibitors [22] and temperature
[20], were cornpared rather than the effect of toxin concentration. Under these
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conditions, the comparisons remain valid despite the fact that the maximal osmotic
swelling rate is measured rather than the actual maximum rate of pore formation.
In the present study, the apparent effect of pH on the kinetics of pore formation
observed with this protocol, in the presence of KCJ (Fig. 4B), was flot reflected by a
significant difference in the maximum osmotic swelling rates or in the apparent haif
saturation constants estimated with the new protocol (F ig. 5B). Significant differences
were nevertheless observed, using the latter experirnental approach, between the
swelling rates measured at both pH values for ail toxin concentrations up to 225
pmol/mg membrane protein (Fig. 5B). The fact that the new protocol involves a greater
number of manipulations probably accounts for the larger variability in the resuits
shown in Fig. 5. A siower rate of osmotic swelling at pH 10.5, in the presence of 150
pmol CrylAc/mg membrane protein and KC1, was observed previously [21]. However.
the absence of a pH effect in the presence of sucrose (Fig. 4D) and potassium gluconate
(Fig. 4F) indicates that this difference cannot be explained by a simple cornbined effect
of ionic strength and pH [23]. h suggests that this effect of pH depends mainly on the
size ofthe anion being tested. Taken together, these resuits are probably better explained
by a specffic electrostatic interaction which affects mostly an early step in the
mechanism leading to pore formation.
In summary, the results of the present study strongly suggest that the receptors
remain associated with the pore-forming structure once it is formed, rather than
becoming available for the formation of new pores in the membrane. Although the
possibility cannot be excluded that, once a limited number of pores are formed by a
given receptor, new pore-forming structures cannot be inserted in the membrane because
of lack of available space in the vicinity of the receptor, our resuits are consistent with
the hypothesis according to which the receptors could form part of the pore structure
[14]. In agreement with this possibility, the pores formed by CrylAc in lipid bilayers
into which a partially purified receptor preparation was reconstituted [13], and those
formed by CrylAa in lipid bilayers into which brush border membrane material had
been previously incorporated [11], displayed altered biophysicai properties, including
conductance, ionic selectivity and current rectification, when compared with those
forrned in receptor-free lipid bilayers.
C
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Table Ï
Parameters derived from fitting ofthe data from Fig. 2 with the Hill equation
pH7.5 pH 10.5
TJ a T7 b a TZ bV MAX V MAX
(% VR) (prnol/mg) (% VR) (pmol/mg)
KCI $7.1 ± 0.5 1.8 ± 0.5 (0.7 ± 0.2) 82 ± 3 5.2 ± 0.7 (2.1 ± 0.3)
Sucrose 29±2 7±2(2.7±0.9) 39±1 15±2(6.1±0.8)
KGÏUC 24±2 5±2(2.1±0.9) 26±2 40±33(16±13)
Maximum percent volume recovery after 3s.
b Haif-saturation constant. Values are in pmol toxin per mg membrane protein.
Coiresponding values in nM are given in parentheses.
Potassium gluconate.
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Figure legends
Fig. 1. Osmotic swelling of brush border membrane vesicles induced by CrylAc.
Vesicles equilibrated ovemight in 10 mM HEPES—KOH (pH 7.5) were rapidly rnixed
with a hypertonic solution composed of 150 mM KC1 and 10 mM HEPES—KOR (pH
7.5). The indicated concentrations of Cry lAc were mixed with the vesicles 60 min
before the osmotic shock (A) or with the hypertonic solution used to impose the osmotic
shock (B). Percent volume recovery was calculated as described in the Materials and
methods section (B). Values obtained for control vesicles, assayed without toxin, were
subtracted from the experimental values measured in the presence of toxin (B). For
clarity, error bars are only shown for every 2Oth (A) or I OOth (B) experirnentat point.
Data are means ± SEM of 3 independent experiments.
Fig. 2. CrylAc-induced permeability of brush border membrane vesicles. Vesicles
equilibrated overnight in 10 mM HEPES—KOH (pH 7.5) (.) or CAPS—KOH (pH 10.5)
(•) were incubated for 60 min with various concentrations of Cry lAc and rapidly rnixed
with 10 mM HEPES—KQH (pH 7.5) (.) or CAP$—KOH (pH 10.5) (•) and either 150
mM KC1 (A), 300 mM sucrose (B) or 150 mM potassium gluconate (C). Data points
were fitted with the Hill equation. Data are means ± SEM of 3 independent experiments.
Letters indicate a statistically significant difference between the values measured at pH
7.5 and 10.5 at the same toxin concentration. a, p <0.05; b, p < 0.01.
Fig. 3. Combined effect of CrylAc and CrylCa on the osmotic swelling ofbrush border
membrane vesicles. Vesicles equilibrated overnight in 10 mM HEPES—KOH (pH 7.5)
were incubated for 60 min with 150 pmol CiylAc/rng membrane protein and the
indicated concentrations of CrylCa and rapidly mixed with 10 mM HEPES—KOH (pH
7.5) and either 300 mM sucrose (.) or 150 mM potassium gluconate (I). Data are
means ± SEM of 3 independent experirnents.
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fig 4. Osmotic swelling rates induced by CrylAc in brush border membrane vesicles.
Vesicles equilibrated ovemight in 10 mM HEPES—KOR (pH 7.5) t.) or CAPS—KOH
(pH 10.5) (•) were rapidly rnixed with 10 mM HEPES—KOH (pH 7.5) t.) or CAPS—
KOH (pH 10.5) (•), various concentrations of CrylAc, and either 150 mM KC1 (A,B),
300 mM sucrose (C,D) or 150 mM potassium gluconate (E,F). The time required for
volume recovery to reach 1% (delay) (A,C.E) and the maximal osmotic swelling rate
(B,D,f) were estimated as described in the Material and methods section. Data are
means ± SEM of 3 independent experiments. Letters indicate a statistically significant
difference between the values measured at pH 7.5 and 10.5 at the same toxin
concentration. a, p <0.05; b, p <0.01.
fig. 5. Kinetics of pore formation by CrylAc. Vesicles equilibrated overnight in 10 mlvi
HEPES—KOH (pH 7.5) (.) or CAPS—KOH (pH 10.5) (•) were incubated for various
time periods with 50 pmol CrylAc/mg membrane protein (A) or during 1 min with
various concentrations of Cry lAc (B) at 23°C and rapidly cooled to 2°C. Vesicles were
then rapidly mixed with 150 mM KC1 and 10 mM HEPES—KOH (pH 7.5) (u) or CAPS—
KOR (pH 10.5) (•) at 2°C. Data points were fitted with the Hill equation (B). Data are
means ± SEM of 5 independent experirnents. Letters indicate a statisticaÏly significant
difference between the values measured at pH 7.5 and 10.5 at the same toxin
concentration. a, p <0.05; b, p <0.01.
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CHAPITi 4
DIFFERENTIAL EFFECTS 0F IONIC STRENGTH, DIVALENT CATIONS AND PH
ON THE PORE-FORMING ACTIVITY 0f BACILLUS THURINGIENSIS
INSECTICIDAL TOMNS
Mélanie Fortier. Vincent Vachon, Martin Kirouac, Jean-Louis Schwartz
et Raynald Laprade
Journal ofMembrane Biology 202 (2005) 77—$7
RÉsuMÉ
Les effets combinés de la force ionique, des cations divalents, du pH et de la
concentration de toxine sur la formation de pores par la CrylAc et la CrylCa ont été
étudiés dans des intestins isolés de Manduca sexta, à l’aide de mesures de potentiel
membranaire, et dans des vésicules de membrane à bordure en brosse, à l’aide d’une
technique de gonflement osmotique. Les effets de la force ionique et des cations
divalents sont plus prononcés à pH 10.5 qu’à pH 7.5. À pH 10.5, dans les intestins
isolés, une diminution de la force ionique entraîne une augmentation de l’activité de la
CrylAc mais une diminution considérable de celle de la CrylCa. Dans les vésicules, la
Cry lAc a une plus grande capacité de formation de pores que la Cryl Ca à une force
ionique relativement faible. Cependant, une augmentation de la force ionique entraîne
une diminution du taux de formation de pores par la Cry I Ac, comparativement à celui
de la CrylCa. L’activité de la CrylCa, qui est faible à pH 10.5, est augmentée
considérablement en ajoutant du calcium ou en augmentant la force ionique. L’EDTA
inhibe l’activité de la CrylAc à pH 10.5, mais pas à pH 7.5, ce qui indique que des
traces de cations divalents sont nécessaires à l’activité de la CrylAc à pH 10.5. Ces
résultats, qui démontrent clairement un effet important de la force ionique, des cations
divalents et du pH sur l’activité de formation de pores de la CrylAc et de la CrylCa,
mettent en évidence l’importance des interactions électrostatiques dans le mécanisme de
formation de pores par les toxines de B. thuringiensis.
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Abstract. The combined effects of ionic strength, divalent cations, pH and toxin
concentration on the pore-forming activity of Cry 1 Ac and Cry I Ca were studied using
membrane potential measurements in isolated midguts of Manduca sexta and a brush
border membrane vesicle osmotic swelling assay. The effects of ionic strength and
divalent cations were more pronounced at pH 10.5 than at pH 7.5. At the higher pH,
lowering ionic strength in isolated midguts enhanced CrylAc activity but decreased
considerably that of CrylCa. In vesicles, CrylAc had a stronger pore-forming ability
than Cry 1 Ca at a relatively low ionic strength. Increasing ionic strength, however,
decreased the rate of pore formation of CrylAc relative to that of CrylCa. The activity
of Cryl Ca, which was srnalÏ at the higher pH, was greatly increased by adding calcium
or by increasing ionic strength. EDTA inhibited Cry lAc activity at pH 10.5, but not at
pH 7.5, indicating that trace amounts of divalent cations are necessary for CrylAc
activity at the higher pH. These resuits, which clearly demonstrate a strong effect of
ionic strength, divalent cations and pH on the pore-forming activity of Cry 1 Ac and
Cry 1 Ca, stress the importance of electrostatic interactions in the rnechanisrn of pore
formation by B. thuringiensis toxins.
Key words: Pore-forming toxins — Membrane potential — Membrane permeability
Electrostatic interactions BaciÏÏus thuringiensis — Manduca sexta
‘_7 )I-,
Introduction
During sporulation, the gram-positive bacterium Bacillus thuringiensis produces one or
more toxic proteins which are highly specific for different species of insects (Hôfie &
Whiteley, 1989). Afier ingestion by susceptible insect larvae, these toxins becorne
soluble in the midgut lumen and are activated by partial proteolysis. The activated toxins
then bind to specific receptors and form pores in the brush border membrane of the
insect midgut epithelial celis. These pores abolish ionic gradients across the membrane
and cause the epithelial ceils to lyse (Schnepf et al., 199$).
The mechanism of pore formation, which implies that fully soluble toxins are
converted to integral membrane proteins, remains poorly understood (Schwartz &
Laprade, 2000; Mathur et al., 2004). Electrostatic interactions between toxin molecules
and the membrane are nevertheless expected to affect both the binding and insertion of
the toxin. A strong potential is present across the luminal membrane of the midgut
(Moffet & Koch, 198$a; Dow & Peacock, 1989) and is likely to affect pore formation,
as suggested by theoretical (Biggin & Sansom, 1996) and experimental (Lerneshko,
Arias & Orduz. 2005) studies on short peptides conesponding to selected Œ-helices of
the pore-forming domain of B. thuringiensis toxins. The lepidopteran midgut lumen is
also characterized by a highly alkaline pi-1 (Dow, 1984, 1992; Gringorten, Crawford &
Harvey, 1993) and a high ionic strength (Dow & Harvey, 198$), two factors that could
also modulate electrostatic interactions at the membrane surface.
Earlier studies using a light-scattering assay have indicated that, in the absence of a
membrane potential aid at low ionic strength, CrylCa forms pores considerabÏy more
efficiently at pH 7.5 than at pH 10.5 in midgut brush border membrane vesicles isolated
from Manduca sexta (Tran et al., 2001). In addition, CrylCa was rnuch less active than
CrylAc at the higher pH (Tran et al., 2001). However, CrylCa was more active than
CrylAc at both pH 7.5 and 10.5 in experiments calTied out with the same vesicles and a
potential-sensitive fluorescent probe, diS-C3(5) (Kirouac et al., 2003). The main
difference between these two techniques resides in the conditions under which the pores
are formed. Vesicles are incubated with the toxin at a higher concentration and at a
much higher ionic strength for fluorescence assays than for light-scattering experiments.
This difference suggests a strong influence of electrostatic interactions on the efficiency
with which pores are formed by B. tÏmringiensis toxins. In the present study, the pore
forming activity of CrylAc and CrylCa was therefore further investigated using
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membrane potential measurements in isolated midguts of M sexta and osmotic swelling
assays with brush border membrane vesicles prepared from the sarne species. These
experiments demonstrate that pore formation by these toxins is indeed modulated by the
combined effects of ionic strength, divalent cations, pH and toxin concentration.
Materials and Methods
INSECTS
Fertilized M sexta eggs were purchased from the Carolina Biological Supply Company
(Burlington, NC). Larvae were reared on a standard synthetic medium supplied with the
insects.
TOXINS
CrylAc and CrylCa toxins were prepared from B. thuringiensis strains producing the
appropriate single recombinant toxins, made soluble and trypsin activated as described
elsewhere (Masson et al., 1989, 1994). Activated toxins were purified by fast protein
liquid chromatography using a Mono Q ion exchange column (Pharmacia Biotech,
Montreal, Qc). Bound toxin was eluted with a 50—500 mM NaC1 gradient in a 20 mM
sodium carbonate buffer, pH 10.8 (Masson et al.. 1994).
MEMBRANE P0TENTIAL MEAsuREMENTs
Experiments were conducted as described previously (Peyronnet et al., 1997) with minor
modifications. The standard 32K solution (Moffet & Koch, 1988b), used in most
previous experirnents (Peyronnet et al., 1997), was rnodified as indicated in Table 1 in
order to vary ionic strength and pH. Oxygen gas was bubbled vigorously for 30 minutes
through the solutions immediately before use. Fresh midguts were isolated from actively
feeding third-instar M sexta larvae and rinsed with the solution used for perfusion. The
Malpighian tubules and peritrophic membrane, with its food content, were removed with
forceps. IsoÏated midguts were aspirated into a glass pipette until their ends curled over
the pipette tip, thus exposing their epithelial celis (Peyronnet et al., 1997). Midgut ceils
were impaled. through their apical membrane, with a glass microelectrode flhled with 1
M KC1. Electrode resistance was between 100 and 200 MQ. The signal was amplified
with a KS-700 microprobe system apparatus (WP Instruments, New Haven, CT) and
recorded on a strip chart recorder (Houston Instruments, Austin. TX). The bath was
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perfused with the appropriate solution (Table 1), as specified below, at approxirnately 1
rnl/min until the membrane potential was stable over 5 min. Perfusion was then stopped
and 1 ml of perfusion solution containing the specified toxin concentration (0, 1 or 1 0
ig/ml) was added directly to the bath. After 5 mm, the preparation was rinsed with the
toxin-free perfusion solution for 10 min. Ah experiments were carried out at room
temperature (22—24°C). Membrane potential was normalized by dividing experimental
values by the average of the initial membrane potentials (V0) measured over the five first
minutes. Electrophysiological data are presented as means ± SEM for 3 to 13 independent
experirnents.
OsMoTIc SwELLING AssAY
Brush border membrane vesicles were purified from isolated fifih-instar M sextct larvae
midguts with a magnesium precipitation and differential centrifugation procedure
(Wolfersberger et al., 1927). Membrane permeabilizing effects of B. thuringiensis toxins
were analyzed with an osmotic swelling assay (Carroil & Elfar, 1993). Vesicles (0.4 mg
membrane proteinlml) equilibrated overnight in 10 mM HEPES/KOH (pH 7.5) or
CAPS/KOH (pH 10.5) were incubated for 60 min with the appropriate toxin
concentration, as specified below. They were then rapidÏy rnixed, directly in a cuvette,
with an equal volume of one of the hypertonic solutions histed in Table 1, using a
stopped-flow apparatus (Hi-Tech Scientific, Sahisbury, England). In response to this
hypertonic shock, vesicles rapidly shrink, thereby causing a sharp rise in scattered light
intensity. Depending on their permeabihity to the solutes, the vesicles subsequently
recover some oftheir original volume. Scattered light intensity was monitored at 450 nm
at an angle of 90° and at a ftequency of 10 Hz in a PTI spectrofluororneter (Photon
Teclrnology International, South Brunswick, NJ). Kinetic experiments, designed to
monitor changes in membrane permeabihity as a function of tirne, were conducted with
vesicles that were not incubated with toxin but were instead mixed with the appropriate
hypertonic solution (Table 1) containing no toxin or 75 pmol of either Cry lAc or
CrylCalmg membrane protein. In some experirnents, the vesicles were incubated for 60
min with the toxin at a 3.7 (3.7x) or 10 (lOx) times higher concentration of both, the
vesicles and toxin. Independently of the concentration used during the incubation step,
the vesicles were always diluted to 0.4 mg membrane proteinlrnl before the onset of the
light-scattering assay. Osmotic swelling experiments, each calTied out in quintuplicate,
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were performed three times with different vesicle preparations. Data are presented as
means + SEM.
DATA ANALYSIS
Scattered light intensity values were first normalized between 0 and 1. Percent volume
recovery is defined as [l-Ift)]l00 where 1(t) is the measured relative scattered light
intensity I at a given time t. For kinetic experiments, percent volume recovery was
calculated for each experimental point. Control values obtained in the absence of toxin
were subtracted from those measured in the presence of toxin. The resulting curves.
which illustrate the changes in membrane perrneability due to the effect of the toxin,
were fitted with a Boltzmaim sigmoidal function. The maximal osmotic swelling rate
was estimated from the slope of the fitted curves at their inflection point. Statistical
analyses were done using two-tailed unpaired Student t-tests and differences were
considered significant when P < 0.05.
Resuits and Discussion
IONIC STRENGTH
The effect of ionic strength on the activity of CrylAc and CrylCa was first examined in
isolated M sexta midguts with an electrophysiological procedure that was developed
earlier in our laboratory (Peyronnet et al., 1997). Previous electrophysiological
experiments have typically been conducted in a standard solution containing 32 mM KCÏ
(Moffet & Koch, 198$b; Peyronnet et al., 1997). However, the potassium concentration
in the midgut lumen of M sexta fifih-instar larvae, measured by flame photometry,
varies from 190 ± 15 to 211 ± 11 rnrvi, depending on the midgut region (Dow & Harvey,
198$). A substantial fraction of the potassium appears to be bound, however, since the
potassium activity, measured with a potassium-specific electrode. varies in the midgut
lumen from only $0 + 0.2 to 84 ± 1 mrvi (Dow & Harvey, 198$). In the present study, the
KC1 concentration of some of the solutions was raised to 122 mM, the maximum value
that could be used without changing their osmolarity relative to that of the standard 32
mM KC1 solution (Moffet & Koch, 1988b; Peyronnet et al., 1997).
As was described earlier (Peyronnet et al., 1997), membrane potential in this tissue is
highly sensitive to changes in the KCJ concentration of the bathing solution. In
prelirninary experirnents, membrane potentials measured in midguts dissected and
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perfused with the 32K solution, at pH 7.5 or 10.5, rose rapidly irnmediately afier
replacing the bathing solution by the 0K solution. Subsequently, the potential declined
gradually over at least 10 min before reaching a stable level (data flot shown). For each
experimental condition. the midguts were therefore dissected in the appropriate solution
and perfused with the same solution until the membrane potential was stable for 5 min.
At pH 7.5, the initial membrane potentials (V0) rneasured during this period in the
absence of toxin were —93 ± 5 (n = 16), —73 ± $ (n = 19) and —70 ± 5 (n = 19) mV when
tested in the 0K, 32K and 122K perfusion solutions, respectively. At pH 10.5, the
corresponding Vo values were —93 ± 6 (n = 16), —97 ± 6 (n = 16) and —62 ± 4 (n = 31)
rnV.
The effect of varying ionic strength in the bathing solution on toxin activity
depended strongly on pH as well as on the toxin used and its concentration. At pH 7.5,
both toxins depolarized efficiently the membrane in ah three KC1 concentrations tested.
Under these conditions. reducing toxin concentration from 10 to 1 .ig/ml only resulted in
a relatively slight reduction in the depolarization rate (Fig. lA, C and E). At pH 10.5,
membrane depolarization was rapid in the presence of 10 jig/ml CrylAc at ail three KC1
concentrations (fig. 13, D and F). In contrast, at 10 ig/ml, CrylCa was inactive in the
absence of KC1 (fig. lB), but its capacity to depolarize the membrane was fairly
comparable to that of CrylAc in the presence of 32 (Fig. ID) and 122 (Fig. 1F) mM
KC1. However, at 1 ig/rni, Cry 1 Ac depolarized efficiently the membrane in the absence
of potassium chloride (Fig. lB), but depolarization was substantiaiiy slower in the
presence of 32 (fig. 1D) and 122 mM KC1 (Fig. 1F). At 1 ig/rnl, CrylCa depolarized
the membrane at a rate which was comparable to that observed for the same
concentration of Cry lAc in the presence of 32 mrvi KC1 (Fig. 1D) but, in contrast with
CrylAc, completely depoiarized the membrane in the presence of 122 mM KCI (Fig.
1F).
These resuits demonstrate a strong pH-dependent effect of ionic strength on the
activity of CrylAc and CrylCa. They also expiain apparent discrepancies between
previously published resuits (Tran et al., 2001; Kirouac et al., 2003). The fact that
CrylCa was able to depolarize efficientiy the membrane in the absence of KC1 at pH
7.5, but unable to do so at pH 10.5, correlates well with its much stronger ability to form
pores in brush border membrane vesicles at pH 7.5 than at pH 10.5, in the presence of a
7$
very low ionic strength, as observed during osmotic swelling experiments (Tran et al.,
2001). On the other hand, the fact that CrylAc and CrylCa were both abie to depolarize
the membrane at pH 7.5 and 10.5 in the presence of 122 mM KCY agrees well with
fluorescence experiments which showed that, foilowing incubation of the vesicles with
the toxins in a high ionic strength solution, pH had littie effect on the activity of both
toxins (Kirouac et al., 2003). CrylAc activity is nevertheiess pH- and concentration
dependent at this higher ionic strength as evidenced by the observation that it
depolarized completeiy the membrane when tested at 10 jig/rnl at both pH values and at
1 ig/m1 at pH 7.5, but considerably siower when tested at the lower concentration at pH
10.5 (Fig. lE and P).
DIVALENT CATIONS
Ca2 is known to play an important role in the structural stability of animal tissues
(Takeichi, 1990). Ail solutions used in the electrophysiological experiments therefore
contained 5 mM CaCI2 (Table 1). Experiments carried out at lower Ca2 concentrations
proved to be impracticable because celis tended to detach from the tissue and membrane
potential could rarely be measured for sufficiently long time periods. Therefore, the
effect of Ca2 on the pore-forming activity of Cry1Ac and CrylCa was exarnined using
M sexta midgut brush border membrane vesicles and an osmotic swelling assay based
on light-scattering measurements (Carroil & Ellar, 1993). Because Ca2, like ionic
strength and pH, could possibly influence the properties of the pores and those of the
vesicles, osmotic swelling experiments were first perforrned using vesicles that had been
previously incubated with the toxin for 60 min (Fig. 2). In these experiments, for a given
pH. incubation with the toxins was therefore carried out under identicai conditions,
independently of those used for the subsequent osmotic swelling step. Experiments were
conducted at pH 7.5 (Fig. 2A and C) and at pH 10.5 (fig. 23 and D) using solutions of
relatively low (94K and 64KICa) (Fig. 2A and B) and higher (274K and 244KICa) (Fig.
2C and D) ionic strengths. Thus, the final KCY and Ca2 concentrations, after mixing the
64K!Ca and 244K/Ca solutions with the vesicles in light-scattering experirnents,
corresponded to those of the 32K and 122K solutions used for the electrophysiological
experiments.
Because the pH and osmotic conditions used for these experirnents differ for each
panel, swelling rates cannot be strictly compared between panels, since changing ionic
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strength implies changing osmolarity and the amplitude of the solute transmembrane
gradient. Within each panel, however, the solutions used were isoosmotic and of
identical ionic strength to ensure that ail curves were as comparable as possible (Table
1). To adjust osmolarity, some ofthe KC1 had nevertheless to be replaced by sucrose in
the solutions containing calcium (Table 1). Although calcium chloride diffuses at a rate
comparable to that of KC1 (Kirouac et al., 2002), differences in osmotic swelling rates
observed in the presence and absence of calcium could resuit, at least in part, from the
fact that sucrose diffuses through the pores formed by the toxins at a smaller rate than
KC1 (Carroil & Ellar, 1993; Tran et al., 2001). On the other hand, the midgut brush
border membrane is known to contain cadherin molecuies, which could cause the
vesicles to aggregate when exposed specifically to calcium, a phenomenon which would
alter scattered light intensity measurernents (Griko et al., 2004).
In the absence of toxin, vesicle swelling rates were aiways somewhat smalier in the
presence of Ca2 (fig. 2), thus confirming the possibility that Ca2tdependent
aggregation of the vesicles and Ca2-dependent effects on membrane properties could
contribute slightly to the observed changes in scattered light intensity. In the presence of
toxin, except when vesicles were incubated with CrylCa at pH 10.5, vesicle swelling
rates were also aiways somewhat smaller in the presence of Ca2 (f ig. 2). This resuit
confirms that the effect of replacing some of the KC1 with a siower diffusing solute,
sucrose, on solute entry through already formed pores, is relatively small, but not
negligible.
further experiments were then carried out to evaluate the effect of Ca2 on the rate of
pore formation by CrylAc and CrylCa (fig. 3), using the same solutions as those used
for the experiments illustrated in Fig. 2. Scattered light intensity vas monitored
following rapid mixing of vesicies, which had not been incubated with toxin, with an
equal volume of the appropriate hypertonic solution containing no toxin or 75 pmol of
either CrylAc or CrylCa!mg membrane protein. At pH 7.5, CrylAc formed pores more
rapidly than CrylCa in the 94 K solution although a similar final volume recovery was
reached afier 6 min in the presence ofboth toxins (Fig. 3A). Under these conditions, the
maximal swelling rate observed in the presence of Ca2 was considerably reduced for
CrylAc but was unaffected for CrylCa (Fig. 3A). In contrast, at a higher ionic strength,
G CrylCa formed pores considerably more rapidly than CrylAc (fig. 3C). Under these
conditions, the osmotic swelling rate observed for CrylCa was slightly but significantly
$0
reduced in the presence ofCa2 (fig. 3C). The rate observed for CrylAc was unaffected
by the presence ofthis cation (Fig. 3C).
As vas demonstrated earlier (Tran et al.. 2001), at 1 ow ionic strength, CrylCa forrns
pores much more readily at pH 7.5 (Fig. 3A) than at pH 10.5 (Fig. 33). In agreement
with this observation, at pH 10.5 and at the lower ionic strength, the maximal swelling
rate induced by CrylAc was rnuch higher than that induced by CrylCa (Fig. 33). Under
2+these conditions, the presence ofCa strongly st;mulated pore formation by CrylCa, but
had little effect on the activity of Cry lAc (Fig. 33). At the higher ionic strength and in
the absence of Ca2, maximal swelling rates induced by Ci-y 1 Ac were only slightly
higher than those induced by CrylCa (Fig. 3D). As was observed at the lower ionic
strength, Ca2 stimulated pore formation by Cry 1 Ca but had littie effect on the activity
ofCrylAc (Fig. 3D).
These differential effects of ionic strength on the swelling rates induced by Cry lAc
and CrylCa shown in Fig. 3 contrast dramatically with those observed in Fig. 2, where
pores were formed before the osmotic swelling experirnents. Under the latter conditions,
inversions in the relative activity of the two toxins were neyer observed. These resuits
clearly point to a differential effect of ionic strength on the rate of pore formation, rather
than on pore properties. This effect is rnost likely due to screening of electrical charges
at the surface of the toxin and the membrane. Furthermore, the effects of calcium are
likely accounted for by the fact that divalent cations have stronger screening effects on
membrane surface electrostatic potentials than monovalent cations (Gennis, 1 9$9).
Membrane surface potential depends strongly on the concentration of monovalent and
divalent cations in the bathing solution. It can be estimated using a basic equation
derived from the double-layer theory for electrolytes of unsymmetrical valence types
(Grahame, 1953). Assuming a charge density of —0.05 C/m2, as in a phospholipid
membrane composed of 20% anionic lipids (Gennis, 1989), the theoretical membrane
surface potential under conditions corresponding to those of the experiments shown in
Fig. 3A and 33 is —69.4 mV in the absence of Ca2 and —57.5 mV in its presence. The
corresponding values for the experiments shown in Fig. 3C and 3D are —49.6 and —46.5
mV. The estirnated difference in surface potentials in the presence and absence of
calcium is thus considerably lower at the higher ionic strength. These observations may
explain why Ca2 affects toxin activity mucli more strongly under the lower ionic
strength conditions (Fig. 3). Taking the results shown in Fig. 2A into account, the
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inhibitory effect of calcium on CrylAc activity illustrated in Fig. 3A cannot be entirely
attributed to a reduced rate of pore formation. However, the strong stimulation of
Cry 1 Ca activity by Ca2 illustrated in Fig. 33 and D appears to resuit mostly from a
genuine increase in the rate of pore formation. In addition, it should also be pointed out
that the charge density at the surface of the membrane and toxin is expected to be more
strongly negative at pH 10.5 than at pH 7.5. The resulting higher membrane surface
potential thus probably contributes to the stronger effects of ionic strength observed at
the higher pH (Fig. 1).
If Ca2 alters toxin activity mainly by reducing electrostatic interactions at the
membrane surface, other divalent cations should have a similar effect on toxin activity.
The effect of Mg2 and Ba2 on the activity of Cry Ï Ac was therefore compared to that of
Ca2 under low ionic strength conditions at pH 7.5 (Fig. 4). The rate of volume recovery
of the vesicles was remarkably similar in the presence of either cation (fig. 4). Divalent
cations therefore appear to cause a genuine alteration in the vesicle swelling rates, by
modifying electrostatic interactions, rather than causing a cadherin-dependent
aggregation of the vesicles. This conclusion is also supported by the observation that
increases in the ionic strength of the solutions had similar effects as additions of divalent
cations on the activity of CrylAc and CrylCa (figs. 1 and 3). Unfortunately, a similar
experiment with CrylCa at pH 10.5, the other condition under which Ca2 had a
markedly strong effect (Fig. 33). could not be perforrned because magnesium and
barium form insoluble hydroxides at higli pH.
VEsIcLE CoNcENTRATIoN
As rnentioned in the introduction, the effects of pH on the activity of Cry 1 Ac and
Cryl Ca differ depending on whether they are studied with an osmotic swelling assay
(Iran et al., 2001) or using a membrane potential-sensitive fluorescent probe (Kirouac et
al., 2003). In fluorescence experiments, vesicles were incubated with the toxins, not only
at a higher ionic strength, but also under conditions where the concentration of both the
vesicles and the toxins was 3.7 times higher than during osmotic swelling experiments.
Therefore, the effect of the concentration at which the vesicles were incubated with the
toxins was investigated using the osmotic swelling assay. The vesicle concentration,
during incubation with the toxins, was 0.4 (lx), 1.48 (3.7x) or 4.0 (lOx) mg membrane
proteinlml. The toxin concentration was increased proportionally so that the
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toxinlvesicÏe ratio was identical regardless of the vesicle concentration during the
incubation period. After 1 h, each vesicle suspension was diluted to a final concentration
of 0.4 mg membrane protein/ml. Osmotic swelling assays were then cairied out by
mixing the vesicles with an equal volume of the 150K solution. The activity of Cry I Ac
was not affected by increasing the concentration of the vesicles during the incubation
step at pH 7.5 (Fig. 5A) but was slightly increased at pH 10.5 (Fig. 5C). On the other
hand, increasing vesicle concentration resulted in an increase in the activity of CrylCa at
pH 7.5 (Fig 5E) and 10.5 (fig 5G). This stimulation was particularly strong at pH 10.5
for vesicles concentrated 1 0-fold during the incubation period. However, these resuits
(Fig. SA, C, E and G) caimot explain the fact that CrylCa appears to be more active, in
comparison with CrylAc, in fluorescence experiments involving incubation at 3.7x
(Kirouac et aI., 2003), than in the light-scattering experiments in which the vesicles were
incubated at lx (Iran et al., 2001). Consequently, this difference is probably
attributable. as rnentioned above, to the effect of ionic strength on the activity of these
toxins.
The stimulatory effect of incubating the vesicles with toxin at a higher vesicle
concentration, which is much more pronounced for CrylCa than for CrylAc, is
somewhat surprising in view ofthe fact that osmotic swelling rates reach a plateau at the
higher toxin concentrations even under standard (lx) incubation conditions. Because
divalent cations affect toxin activity, and since vesicle preparation involves the use of
relatively high concentrations of magnesium, the effect of increasing vesicles
concentration during incubation on toxin activity could be due to the resulting increase
in divalent cation concentration. These experiments were therefore repeated in the
presence of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), a strong chelator of divalent
cations. Vesicles were incubated for 60 min with the toxins in the presence of 2 (lx), 7.4
(3.7x) and 20 (lOx) mrvi EDTA. The final EDTA concentration, afier dilution, was
always 2 mvI during the osmotic swelling step. The presence of EDTA had little effect
on the activity of CrylAc at pH 7.5 (fig. SA and 3), but decreased it considerabÏy at pH
10.5 (Fig. 5C and D) for ah vesicle concentrations. At pH 7.5, EDTA had only a smahl
effect on the activity of CrylCa (Fig. 5E and F). However, the stimulation of CrylCa
activity, observed at pH 10.5 for vesicles concentrated 10-fold (Fig. 5G), was almost
completely abolished in the presence of EDTA (Fig. 5H).
The fact that EDTA overcame the concentration-induced stinuilation of Cryl Ca
activity at pH 10.5 (fig. 5G and R) suggests that the enhanced activity could result from
a higher divalent cation concentration during the incubation period. However, EDTA
had much less effect at pH 7.5 (fig. 5E and f), indicating that the stimulation is largely
due to a divalent cation-independent mechanism. The absence of effect of EDTA on the
activity of CrylAc at pH 7.5 (fig. 5A and B) contrasts with the inhibition of pore
formation by this toxin that was observed in the presence of an increased concentration
of divalent cations at this pH (figs. 3A and 4). In addition, given the lack of effect of
increased calcium concentration at pH 10.5 (Fig. 3B), the strong inhibitory effect of
EDTA on the activity of Cry lAc at this pH (Fig. 5D) is quite remarkable. Tnterestingly,
a strong reducfion in the rate of pore formation by CrylAc in the presence ofEDTA at
pH 10.5 has been observed recently (Kirouac et al., 2006). In that same study, canied
out under standard (1 x) conditions, such inhibition was observed for Cry 1 Aa btit did not
occur for CrylCa. The lack of effect of EDTA at pH 7.5 for CrylAc (Fig. SA and B), in
the present study, is also consistent with the observation that Cry 1 Aa activity was
unaffected by the presence of EDTA during a one hour incubation period at this pH
(Kirouac et aÏ., 2006). Taken together, these observations indicate that the presence of
trace amounts ofdivalent cations promotes the activity ofCrylAc, at pH 10.5, although
higher concentrations are inhibitory at pH 7.5.
IMPoRTANcE o ELEcTR0sTATIc INTERAcTIoNs
The resuits of the present study underscore the importance of electrostatic interactions in
the mechanism of action of B. thztringiensis toxins as evidenced by strong effects of
ionic strength, divalent cations and pH. As was observed earlier for pH (Tran et al.,
2001), ionic strength and divalent cations affect differently the activity of Cry 1 Ac and
CrylCa even if these two toxins are relatively closely related (H5fie & Whiteley, 1989;
Schnepf et al., 1998). further experiments will be required in order to identify those
amino acid residues responsible for these differences. The importance of electrostatic
interactions was already suggested by the observation that CrylCa forms pores more
efficiently in liposomes composed of a mixture of anionic and neutral lipids than in
liposomes composed exclusively of neutral lipids (Butko et aI., 1994). These
experiments were caiiied out in the absence of toxin receptors and at pH 4, at which the
toxin should be much more positively charged than in the present study (Butko et al.,
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1994). Under these conditions, increasing the density of negative charges on the vesicle
surface strongly favors the interaction of the toxin with the vesicles. On the other hand,
the present study was carried out at higher pH values, at which the toxin is more
negatively charged. In this case, the interaction of the toxin with the vesicles is favored
by increasing ionic strength and the presence of divalent cations, two factors that bring
about a screening ofthe negative charges at the surface ofthe vesicles and ofthe toxin.
Several studies have examined the effect of calcium ions on the activity of B.
thuringiensis toxins with seemingly contradictory resuits (Crawford & Harvey, 1988;
Wolfersbeger. 1989; Hendrickx, De Loof & Van Mellaert, 1990; Lorence et al.. 1995;
Monette et al., 1997; Potvin et al., 1998; Kirouac et al., 2002). This cation was reported
to inhibit (Crawford & Harvey, 1988; Lorence et al., 1995), stimulate (Monette et al.,
1997) and have no significant effect (Wolfersberger, 1989; Hendrickx et al., 1990) on
the activity of different Cryl toxins. The resuits of the present study could contribute,
however, to reconcile this apparent contradiction. Indeed, calcium was reported to block
the ability of CrylAc to inhibit short-circuit current in isolated midgut epithelia
(Crawford & Harvey, 1988) and to enhance the toxicity of CrylCa for Sf9 ceils
(Monette et al., 1997). These observations are consistent with the reduction in the rate of
pore formation observed for CrylAc (Figs. 3A and 4) and with the increase in that of
CrylCa (Fig. 33 and D) in the presence of divalent cations. On the other hand, addition
of calcium to the vesicles afler pores were allowed to forrn had only minor effects on the
osmotic swelling rates observed for both toxins (Fig. 2). This observation is in
agreement with the resuits of earlier studies demonstrating that the pores formed by 3.
thztringiensis toxins allow calcium ions to diffuse readily across the membrane (Potvin
et al., 1998; Kirouac et al., 2002). It is also consistent with the results of other
experiments dernonstrating that calcium, added afier the pores are allowed to forrn in
insect midgut brusli border membrane vesicles, lias very littie effect on the ability of the
toxins to inhibit amino acid uptake (Wolfersberger, 1929; Hendrickx et al., 1990). Taken
together, these resuits indicate that calcium ions reduce the rate of pore formation by
Cry lAc without causing strong alterations in the properties of the pores already formed.
This effect is probably due to the ability of calcium ions to shield a negative charge,
located either on the toxin molecule or on the surface of the membrane, which somewhat
favors pore formation. On the other hand, calcium probably favors pore formation by
Cry 1 Ca by shielding a negative charge which somehow interferes with pore formation.
o$5
The stimulation by calcium of CrylCa activity in Sf9 celis nevertheless appears to be
more complex since barium ions were flot stimulatory (Monette et aI., 1997). High levels
of intracellular calcium, resulting from an influx of these ions tbrough the pores formed
by the toxin, probably affect celi viability in a specific maimer (Monette et al., 1997;
Potvin et al., 199$).
Conclusion
Strong effects of ionic strength, divalent cations and pH indicate that electrostatic
interactions between the toxin and the membrane play an important role in the mode of
action of B. thuringiensis toxins. The present study demonstrates the necessity of taking
these effects into account when interpreting the resuits of in vitro experiments aimed at
characterizing the properties and understanding the mode of action of these toxins. This
appears to be especially relevant in view of the observation that the apparent activity of a
given toxin can vary substantially depending on the experimental conditions used, as
illustrated herein for Cry lAc and CrylCa, two fairly closeÏy related toxins.
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Table 1. Chemical composition of solutions used for electrophysiological and osmotic
swelling experiments’
HEPESType of
Solution KC1 BaCl2 CaCÏ2 MgC12 Sucrose or
experirnent
CAPSb
Electrophysiology 0K
—
— 5
— 245 5
32K 32
— 5
— 181 5
122K 122
— 5
— — 5
Osmotic swelling 64KIBa 64 10
—
— 30 10
assay 64K1Ca 64
— 10
— 30 10
64KJMg 64
—
— 10 30 10
94K 94
—
—
— — 10
150K 150
—
—
—
— 10
244K/Ca 244
— 10
— 30 10
274K 274
—
—
—
— 10
Values are in mM.
b pH was adjusted to 7.5 (HEPES) or 10.5 (CAPS) with KOH.
Ail solutions used for osmotic swelling experiments also contain 1 mg/rnl bovine
serum alburnin.
G
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Figure Legends
Fig. 1. Effect of ionic strength and pH on the ability of B. thuringiensis toxins to
depolarize the luminal membrane of isolated M sexta midgut epithelial ceils. The bath
was perfused with the OK solution at pH 7.5 (A) or 10.5 (3), the 32K solution at pH 7.5
(C) or 10.5 (D), or the 122K solution at pH 7.5 (E) or 10.5 (F) until the membrane
potential was stable over 5 min. Perfusion was then stopped and 1 ml of perfusion
solution containing no toxin (•), 1 ig/ml (V, ) or 10 jig/rnl (V, Li) ofeither CrylAc
(V, V) or CrylCa (•, LI) was added directly to the bath. Afier 5 min. the preparation
was rinsed with perfusion solution for 10 min.
Fig. 2. Effect of ionic strength, calcium chloride and pH on the osmotic swelling of
brtish border membrane vesicles following incubation with Cry 1 Ac or Cry 1 Ca. Vesicles
equiÏibrated overnight in 10 mM HEPES/KOH, pH 7.5 A, C) or CAPS/KOH, pH 10.5
(B. D) were incubated for 60 min with no toxin (CTL) or with 75 prnol of Cry lAc or
Cry 1 Calmg membrane protein and rapidly mixed with an equal volume of either the
64K!Ca solution (Ca2j or the 94K solution (A, B). or the 244K!Ca solution (Ca2j or the
274K solution (C, D) at pH 7.5 A, C) or 10.5 (B, D). For clarity. enor bars are only
shown for every 2Oth experimental point.
Fig. 3. Effect of ionic strength, calcium chloride and pH on the kinetics of pore
formation by CrylAc and CrylCa in brush border membrane vesicles. Vesicles
equilibrated overnight in 10 m’vi HEPES/KOH, pH 7.5 (A, C) or CAPS/KOH, pH 10.5
(B. D) were rapidly mixed with 75 pmol ofCrylAc or CrylCa!mg membrane protein in
an equal volume of either the 64KICa solution (Ca2) or the 94 K solution (A, B), or the
244K/Ca solution (Ca2j or the 274K solution (C, D) at pH 7.5 (A, C) or pH 10.5 (B, D).
Percent volume recovery was calculated as described in the Materials and Methods
section. Values obtained for control vesicles, assayed without toxin, were subtracted
from experimental values measured in the presence of toxin. For clarity, enor bars are
only shown for every lOOth experimental point.
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Fig. 4. Effect of divalent ions on the kinetics of pore formation by CrylAc in brush
border membrane vesicles. Vesicles equilibrated overnight in 10 mM HEPES/KOH, pH
7.5, were rapidly mixed with 75 pmol of CrylAc/rng membrane protein in an equal
volume of the 64K’Ba (Ba2j, 64K’Ca (Ca2), 64K!Mg (Mg2j, or 94K solution at pH
7.5. Data were analyzed as described in the legend of fig. 3.
Fig. 5. Effect of brush border membrane vesicle concentration during incubation with
CrylAc and CrylCa on their osmotic swelling. Vesicles (0.4 (lx), 1.4$ (3.7x) or 4 (lOx)
mg membrane proteinlml) were incubated for 60 min with the indicated concentration of
Cry lAc (A, B, C, D) or CrylCa (E, F, G, R) with (B, D, f, R) or without (A, C, E, G) 2
mM (lx), 7.4 mrvi (3.7x) or 20 mM (lOx) EDTA. Afier the incubation period, vesicle
concentration was adjusted to 0.4 mg membrane proteinlml and rapidly mixed with
150K solution at pH 7.5 (A, B, E, F) or 10.5 (C, D, G, R). for experiments done in the
presence of EDTA, vesicles incubated with 150 pmol CrylAc, and for which 2 mM
EDTA was added just before the osmotic shock, were used as positive controls (data flot
shown). Asterisks indicate a statistically signfficant difference (F < 0.05) with the
corresponding point of the 1 x curve.
o>
• CTL y CrylAc 1 pg/mI • CrylCa 1 pg/mI
V CrylAc 10 pg/mI E CrylCa 10 pglml
o
>
o
>
>
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EFFEcT 0F INSECT LARVAL MIDGUT JUICE ON TUE ACTIVITY 0F
BACILLUS THURINGIENSIS CRY TOXINS
Mélanie fortier, Vincent Vachon, Roger Frutos, Jean-Louis Schwartz
et Raynald Laprade
Soumis à AppÏied and EnvironmentaÏ MicrobioÏogy le 14 février 2007
RÉSUMÉ
L’effet de différentes toxines insecticides de B. thuringiensis sur le potentiel
membranaire des cellules épithéliales d’intestins isolés de Manduca sexta a été étudié en
présence et en absence de suc intestinal afin de vérifier l’hypothèse selon laquelle une
protéolyse des toxines par le suc intestinal pourrait stimuler ou inhiber leur activité.
Alors que le suc intestinal a peu d’effet sur l’activité de la CrylAa, de la CrylAc, de la
CrylCa, de la CrylEa et du mutant R233A de la CrylAa, duquel un des quatre ponts
salins qui lient les domaines I et II de la toxine a été aboli, il stimule considérablement
l’activité de la CrylAb. De plus, le suc intestinal conserve sa capacité de stimuler
l’activité de la CrylAb lorsqu’il est testé en présence d’un cocktail d’inhibiteurs de
protéases ou après avoir été bouilli. Ceci suggère que les protéases intestinales ne sont
pas responsables de la stimulation de l’activité de la CrylAb. D’autre part, le cocktail
d’inhibiteurs de protéases stimule aussi l’activité de la CrylAb en absence de suc
intestinal, ce qui suggère qu’une protéolyse par les protéases membranaires pourrait
entraîner une diminution de l’efficacité de la CrylAb. La toxicité plus faible du mutant
R233A, malgré une activité de formation de pores similaire à celle de la CrylAa, ne peut
pas être expliquée par une sensibilité plus grande aux protéases intestinales. Même si ces
expériences sont effectuées dans des conditions se rapprochant de celles retrouvées dans
l’intestin moyen des larves, l’activité dépolarisante des toxines ne corrèle que
partiellement avec leur toxicité.
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ABSTRACT
o
To test the possibiiity that a proteolytic cleavage by midgut juice enzymes couid
enhance or inhibit the activity of Bacillus thuringiensis insecticidal toxins, once
activated, the effect of different toxins on the membrane potentiai of the epitheliai ceils
of isoiated Manduca sexta midguts was measured in the presence and absence of midgut
juice. While midgut juice had littie effect on the activity of CrylAa, CrylAc, CrylCa,
CrylEa and R233A, a mutant of CrylAa from which one ofthe four sait bridges iinking
domains I and II ofthe toxin was eliminated, it greatly increased the activity ofCrylAb.
In addition, when tested in the presence of a cocktail of protease inhibitors or when
boiied, midgutjuice retained almost compietely its capacity to enhance CrylAb activity,
suggesting that proteases were not responsibie for the stimulation. On the other hand, in
the absence of midgut juice, the cocktail of protease inhibitors aiso enhanced the activity
of CrvlAb, suggesting that a proteolytic cleavage by membrane proteases could render
the toxin iess effective. The iower toxicity of R233A, despite a simiiar in vitro pore
forming ability, when compared witli CrylAa, caimot not be accounted for by an
increased susceptibiiity to midgut proteases. Aithough these assays were performed
under conditions approaching those found in the larval midgut, the depoiarizing activity
ofthe toxins correiated only partialiy with their toxicity.
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INTRODUCTION
Afier having been ingested by susceptible insect larvae, BaciÏÏus thuringiensis
toxins becorne soluble in the midgut lumen and are activated by partial proteolysis. The
activated toxins bind to specific receptors and form pores in the apical membrane of the
midgut epithelial celis. These pores abolish ionic gradients and cause lysis of the
epithelial celis, leading to death of the insect (33). In vivo, diet composition affects the
insect midgut rnicroenvironment (34) and toxin potency (14, 6, 8, 15, 18, 25, 26, 28, 32.
35). In vitro, previous studies have demonstrated a differential effect of pH (11, 36),
ionic strength (11) and divalent cations (11) on the activity of these toxins. However,
taking these factors into account, in order that the experiments could be performed under
conditions doser to those present in the midgut microenvironment, did not allow a
perfect correlation between the resuits of in vitro experiments (11) and in vivo toxicity
(39, 40).
Another factor that could be determinant for toxin activity is the presence of
proteases in the midgut microenvironment. Numerous potential proteolytic cleavage
sites within the activated toxin have been reported (see reference 1 6). Further cleavage
could either enhance or inhibit toxin activity. Lightwood et al. (20) have suggested that
cleavage of CrylAc by midgut proteases, afier its binding to the receptor, could facilitate
its insertion into the membrane and accelerate pore formation. Furthermore, Gémez et
al. (13) proposed that proteolytic cleavage ofhelix cd in domain I of CrylAb, allowed
by the binding of the toxin to its cadherin-hke receptor, couÏd be essential for pore
formation. However, protease inhibitors failed to prevent or even reduce the rate of pore
formation by Cry I Aa in brush border membrane vesicles, suggesting that membrane
proteases do flot contribute to pore formation by the trypsin-activated CrylAa (16). On
the other hand, Coux et al. (7), who have introduced mutations in Cry 1 Aa and Cry lAc
that elirninate one of the salt bridges linking domains I and II, have suggested that the
lower toxicity ofthese mutants, including the CrylAa mutant R233A, despite a level of
pore formation in midgut brush border membrane vesicles which was comparable to that
of CrylAa and CrylAc, could possibly be attributable to their increased susceptibility to
proteolysis in the insect midgut.
In the present study, the effect of midgut juice on the activity of CrylAa,
C CrylAb, CrylAc, CrylCa, CrylEa and 33A in isolated midguts of Manduca
was therefore investigated using membrane potential measurernents (11, 30). Midgut
i rv,lui
juice had a strong effect on the activity of CryÏAb, but this effect cannot be attributed to
proteases. On the other hand, although these experiments were performed in the
presence of several factors characteristic of the midgut environment and known to affect
toxin activity (11, 36), inciuding a highly aikaline pH, a high ionic strength, and the
presence of calcium ions, toxin acfivity correlated only partially with toxicity both in the
presence and absence ofmidgutjuice.
MATERIALS AND METHODS
Chemïcals. A cocktail of protease inhibitors containing 50 mM 4-(2-
aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride, 1.65 mM antipain, 0.015 mM aprotinin, 0.1 mM
trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino)butane, and 0.1 mM leupeptin was
used at a 100-fold dilution. Ail chemicals were purchased from Sigma (St-Louis, MO).
Insects. fertilized M sexta eggs were obtained from the North Carolina State
University Entomology Department insectary (Raleigh, NC). Larvae were reared on a
standard synthetic medium supplied with the insects.
Toxins. The CrylAa mutant R233A was created by oligonucleotide-directed in
vitro mutagenesis (7). The wild-type toxins CryiAa, CrylAb, CrylAc, CryiBa, CrylCa
and CrylEa, and the R233A mutant were prepared from B. thuringiensis strains
producing the appropriate single recombinant toxins as described elsewhere (23).
Protoxins were made soluble and trypsin-activated (22). Activated toxins were purified
by fast protein liquid chromatography using a Mono Q ion exchange column (Pharmacia
Biotech, Montreal, Qc). Bound toxin was eluted with a 50—500 mM NaC1 gradient in a
20 mM sodium carbonate buffer (pH 10.8) (22).
Bioassays. Toxicity assays were performed on neonate larvae with activated
toxins as described previously (7). Toxins were diluted in phosphate-buffered saline (8
mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4 and 150 mM NaC1 (pH 7.4)). Toxin samples (100 d)
were layered onto 1.8225-cm2 wells and allowed to stand until the liquid was cornpletely
absorbed by the medium. To measure the 50% lethal concentration (LC50), CryiAa,
CryiAb and CrylAc were tested at 9 concentrations ranging from 200 to 3200 ng/ml (11
to 175 ng/cm2), CrylCa and CrylEa, at 12 concentrations ranging from 400 to 4800
ng/ml (22 to 253 ng/cm2), and R233A, at 5 concentrations ranging from 1000 to 5000Q ng/ml (55 to 274 ng/cm2). To evaluate their effect on the weight gain of the larvae,
toxins were also tested at 9 concentrations ranging from 10 to 1000 ng/ml (0.55 to 55
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ng!cm2) for CryIAa, Cry1Ab and CrylAc, and at 7 concentrations ranging from 200 to
2000 ng/ml (11 to 110 ng/cm2) for CrylCa and CrylEa. Each larva was weighed and
placed alone in a well and reared at 26°C and 70% relative hurnidity with a photoperiod
of 12 h light and 12 h darkness. At least 6 groups of 25 larvae were tested at each toxin
concentration. Afier 7 days, mortality was recorded and surviving larvae were weighed.
Data were adjusted for the mortality of control larvae reared in the absence of toxin.
Fifiy percent lethal doses (LC50) and fifiy percent weight gain inhibitory doses (ED50)
were determined by probit analysis (10).
Midgut juïce. b isolate midgut juice, whole midguts were dissected from fifih
instar M sexta larvae and their contents emptied into a centrifuge tube. The insoluble
material was removed by centrifugation at 7 500 x g during 10 min. Resulting
supernatants were aliquoted, stored at —80°C, and used within 2 weeks. Thawed aliquots
were conserved on ice for a maximum of 7 hours. Potassium and sodium concentrations
were measured with an 1L943 flame photorneter (Fisher Scientific, Montreal, Qc), and
chloride concentration, with a Buchier 4-2500 digital chloridorneter (Buchier
Instrument, Fort Lee, NJ). Osmolality was measured with a Vapro 5520 vapor pressure
osmometer (Wescor, Logan, UT).
Membrane potential measurements. Experiments were conducted as described
previously (11, 30). The standard 32K solution (27) was rnodified to better reflect the
conditions present in the M sextct midgut without changing the osmolality of the
solution (11). The perfusion solution (122K) thus contained 122 mM KCY, 5 mM CaCY2
and 5 mM CAPS-KOH (pH 10.5). Oxygen gas was bubbled vigorously for 30 min
through the solution imrnediately before use. Fresh midguts were isolated from actively
feeding third-instar M sexta larvae and rinsed with the 122K solution. The Malpighian
tubules and peritrophic membrane, with its food content, were removed with forceps.
Isolated midguts were aspirated into a glass pipette until their ends curled over the
pipette tip, thus exposing the luminal surface of their epithelial cells (30). Midgut ceils
were impaled, through their apical membrane, with a glass microelectrode fihled with 1
M KC1. Electrode resistance was between 100 and 200 MQ. The signal was amplified
with a KS-700 microprobe system apparatus (WP Instruments, New Haven, CI) and
recorded on a strip chart recorder (Houston Instruments, Austin, TX). The bath was
perftised with the 122K solution at approximately 1 ml/min until the membrane potential
was stable over 5 min. Perfusion was then stopped and 1 ml of perfusion solution
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containing one ofthe toxins at the specified concentration was added directly to the bath.
Afier 5 mm, the preparation was rinsed with the toxin-free perfusion solution for 10 min.
Ail experiments were carried out at room temperature (22—24°C).
In some experirnents, 10% (v/v) midgut juice, 10% (v/v) midgut juice that had
been boiled for 5 mm, the protease inhibitor cocktail, or the protease inhibitor cocktail
and 10% (v/v) midgut juice were added during the 5-min incubation period witb the
toxin. In ail experirnents, the bathing solution was adjusted to maintain the potassium
concentration equal to that present in the 122K solution. Membrane potential was
normalized by dividing experimental values by the average of the initial membrane
potentials (Vo) measured over the first five minutes. PR65 is defined as the time
necessary to reduce membrane potential by 65% afier the toxin is added to the bath.
Statistical analyses were done using the two-tailed unpaired Student’s t test and
differences were considered significant whenF < 0.05.
RESULTS
Toxicïty. All three CrylA toxins had a similar insecticidal activity. The LC50
rneasured for Cry 1 Aa, the most toxic of the three, was not even haif of that rneasured for
CrylAb, the least toxic (Table Y). On the other hand, the LC0 values rneasured for
CrylCa, CrylEa and R233A were, respectively, approximately 3.8, 2.8 and 5.3 times
higher than that measured for CrylAa. However, the toxin concentration necessary to
inhibit weight gain by 50% was similar for CrylAa and CrylAc, but approximately 5
times higher for CrylAb and 9 times higher for CrylCa and CrylEa (Table 1). Weight
gain by M sexta larvae was inhibited alrnost completely by 1000 ng R233A/ml (55
ng/cm2) (data not shown).
Effect of B. thuriugieiisis toxins on the membrane potential of M. sexta
midgut epithelial ceils. The activity of Cry toxins was studied in midguts isolated from
third-instar M sexta larvae with an electrophysiological procedure developed earlier in
our Ïaboratory (30). The initial membrane potential (Vo) was —67 + 2 rnV (mean ±
standard eiior of the mean (SEM) of 125 measurernents). As was observed previously
(11, 30), in the absence of toxin, membrane potential decreased when the perfusion was
stopped, but returned to its original value soon afler the perfusion was resumed (fig.
C lA). When tested at a concentration of 10 g/rn1, ail toxins depolarized efficiently the
membrane except CrylBa (fig. lE) which has littie toxicity toward M sexta (12, 14)
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(Fig. 1). At 1 ig/ml, CrylAc (Fig. 1D), CrylCa (Fig. 1F) and CrylEa (fig. 1G)
depolarized efficiently the membrane with PR65 values (7 ± 2, 4 ± 1 and 2.8 ± 0.4 mm,
respectively) that did not differ significantly from each other. However, CrylAb was
significantly less efficient, with a PR6 of 12 ± 1 min (Fig. ÏC), whereas both CrylAa
and its mutant, R233A, had littie effect on membrane potential, at this concentration
(fig. lB and H).
Effect of mïdgut juice on the activity of B. tltttrbtgieizsis toxins. Midgut juice
composition was first determined to evaluate the influence of adding 10% midgut juice,
during the incubation period with the toxin, on the KCI concentration and the osmolality
ofthe bathing solution. Midgutjuice contained 1.88 + 0.01 mM Na, 230.4 ± 0.5 mM K
and 19 ± 1 mM Cï, and had an osmolality of 367 ± 2 rnOsm/kg (means ± SEM for 3
different samples). For experiments performed with 10% midgut juice, the 122K
solution was therefore repÏaced by a solution containing 110 mM potassium, but having
an otherwise similar composition, in order to achieve a final potassium concentration of
122 mM. This replacement had a negligible effect on the osmolality of the bathing
solution. Adding 10% midgut juice had littie effect on the membrane potential rneasured
in the absence of toxin (fig. lA) or in the presence of CrylAa (Fig. lB), CrylAc (Fig.
1D), CrylCa (fig. 1f), CrylEa (fig. 1G) or R233A (Fig. 1H). In contrast, midgutjuice
had a major effect on the rate of membrane depolarization by CrylAb at 1 tg/ml (Fig.
1 C). Under these conditions, PR65 was reached afier 1.4 + 0.2 mi significantly more
rapidly than with CrylAc (3.3 ± 0.5 mm) (Fig. 1D) and CrylCa (2.9 ± 0.2 mm) (Fig.
1F), but at a rate which was similar to that measured for CrylEa (2.4 + 0.3 mm) (Fig.
1G).
The cause of this effect of midgut juice on the activity of CrylAb was further
investigated by testing the toxin in the presence of a cocktail of protease inhibitors, with
or without midgut juice, or in the presence of midgut juice which had been boiled for 5
min. In the absence of toxin, the midgut juice, boiled or not, as well as the protease
inhibitor cocktail, with or without midgut juice, had no significant effect on membrane
potential (fig. 2A). However, the effect of midgut juice on the depolarization of the
membrane by 1 ig CrylAb/ml was slightly reduced when it was replaced by boiled
midgut juice (PR65 3.16 ± 0.06 mm) (fig. 2B). In the absence of midgut juice, the
cocktail of protease inhibitors enhanced the activity of CrylAb (PR65 6 ± 1 mm). In
the presence of midgut juice and the cocktail, the membrane depolarization induced by
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CrylAb (PR65 2.2 + 0.4 mm) was sirnilar to that observed in the presence of midgut
juice only.
DISCUSSION
To test the hypothesis that midgut proteases could enhance or inhibit toxin
activity, the effect ofmidgutjuice on the activity ofCrylAa, CryÏAb, CrylAc, CrylCa,
CrylEa and R233A was studied in midguts isolated from third-instar M sexta larvae
using a microelectrode technique (30). As mentioned elsewhere (16), this technique, in
contrast with the light scattering assay using brush border membrane vesicles (37),
alÏows the study of toxin activity in the presence of midgut juice. In parallel, each of
these toxins was evaluated for its effect on the rnortality and weight gain of larvae of the
same species.
The toxicities evaluated in the present study (Table 1) were similar to those of
Van Rie et al. (39, 40) who reported LC50 and 95% confidence interval values for
CrylAa, CrylAb, CrylAc, CrylCa and CrylEa of, respectively, 20 (15—29), 20 (15—
28), 9 (6—12), 111(76—163), and 73 (46—115) ng/cm2. However, CrylAc, which was
slightly more toxic to M sexta than CrylAa and CrylAb in previous studies (7, 39), was
slightly less toxic than CrylAa (Table 1). On the other hand, although Coux et aI. (7)
observed lower LC50 values for CryÏAa (3.1 (2.5—3.7) ng/crn2) and CrylAc (1.65 (1.45—
1.8) ng/cm2) than in the present study, the activity of the CrylAa mutant that they
observed was doser to that measured in the present study. They measured 28 ± 1 percent
mortaÏity for the CrylAa mutant R233A at 100 ng/cm2 whereas, in the present study, 34
+ 7 percent mortality was observed for R233A at 109.5 ng/crn2. In addition, Gilliland et
al. (12) found LC50 values for CrylAc that were approxirnately 27 and 4.5 times lower
than those obtained for CrylCa when tested in neonate and third-instar larvae,
respectively.
All toxins at 10 ig/rnl, except CrylBa which has littie toxicity for A’f sexta (12,
14), depolarized efficiently the membrane in the presence or absence of midgut juice.
However, the fine details of the pattern of toxicity should be better reflected in the
electrophysiological experiments when the toxins are tested at 1 tg/mÏ. In the absence of
midgut juice, at 1 ig/ml, CrylAa, which was the most toxic in this study, had littieQ effect on the membrane potential while CrylAb, the least toxic of the CrylA toxins,
depolarized the membrane slowly but alrnost completely within the time-course of the
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experirnent and Cry 1 Ac depolarized the membrane efficiently and rapidly. Furthermore,
CrylCa and CrylEa, despite having a 1 ower toxicity, depolarizcd the membrane as
efficiently and as rapidly as CrylAc. The lower activity of CrylAa and CrylAb is rather
surprising, flot only in view of the in vivo toxicity but also of the previous in vitro
studies. CrylAa, CrylAb, CrylAc and CrylEa had a similar pore-forming activity in
brush border membrane vesicles as observed using an osmotic swelling assay (36) or a
potential-sensitive fluorescent dye (17). The Iower pore-forming ability estimated for
CrylCa using the osmotic selling assay (36) compared with that rneasured using the
potential-sensitive dye (17) was explained by the effect of ionic strength on the activity
of this toxin (11). The rapid depolarization observed for CrylEa in the present study
conelates well with its strong pore-forming ability in brush border membrane vesicles
(36).
AÏthough midgut juice had littie or no effect on the activity of CrylAa, Cry lAc.
CrylCa, CrylEa or the R233A mutant, it greatly increased the membrane depolarization
abiÏity of CrylAb. Different components of the midgut juice could contribute to this
enhanced activity, but midgut proteases does not appear to be involved since adding the
cocktail of protease inhibitors did not affect significantÏy the combined effect of the
midgut juice and CrylAb. Furthermore, boiling the midgut juice induced only a small,
albeit signfficant, reduction of it capacity to enhance CrylAb activity. The contribution
of proteins to the effect of midgut juice on CrylAb activity therefore appears rather
modest. On the other hand, the cocktail of protease inhibitors enhanced the activity of
CrylAb measured in the absence of midgut juice. Thus, in contrast with earlier
suggestions (5, 13, 20, 29), a cleavage within the trypsin-activated CrylAb molecules by
membrane proteases or midgut juice proteases does not appear to be necessary nor to
stimulate toxin activity. On the other hand, the absence of effect of midgut juice on the
activity of R233A demonstrates that its lower toxicity, despite a pore-forming activity
which was similar to that of CryÏAa in brush border membrane vesicles (7) and in
isoÏated midguts (Fig. 1), camot be explained by its increased susceptibility to
proteolysis in the insect midgut.
The in vivo toxicity of B. thuringiensis toxins (Table 1) conelates only partially
with their in vitro activity, estimated from their ability to abolish the apical membrane
C potential of the insect midgut (Fig. 1) or from their abiÏity to increase the perrneability of
vesicles prepared from this membrane (17, 36). In the electrophysiological assay, the
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pore-forming ability of the toxins is measured in living celis in which the presence of a
strong membrane potential, which is absent during the incubation of the vesicles with
the toxin prior to the osmotic swelling (36) and the fluorescence assay (17), could
influence pore formation. However, this possibility does not appear to be sufficient to
explain why the relative toxicity and in vitro activity of the toxins do not follow a
similar pattern. These differences could possibly resuit, at least in part, ftom the fact that
the brush border membrane vesicles (17, 36) and midgut juice were isolated from fifih
instar larvae, the electrophysiological experiments were carried with midguts isoÏated
from third-instar larvae, and in vivo toxicity data were obtained using neonate Iarvae.
Nurnerous authors have reported differential effects of the larval instar on the potency of
B. thuringiensis toxins (2, 3, 9, 12, 18, 19, 21, 24, 31, 38, 41). For example, Gilliland et
al. (12) observed that M sexta third-instar larvae had significantly fewer binding sites
for CrylAc than neonates while no significant changes were observed for CrylCa.
Similarly, Rauseil et aI. (31) reported that a binding site for CrylAb is Iost ftorn last
instar larvae of Thaurnetopoea pilyocampa and Lymantria monacha. These observations
suggest that the effect of larval instar on the in vitro pore-forming activity of Cry toxins
should be exarnined. Considering the difficulties inherent to the preparation of brush
border membrane vesicles from small insect larvae, the electrophysiological assay used
in the present study should provide a method of choice for such experiments.
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TABLE 1. Effect of 3. thuringiensis toxin concentrations on die rnortality and weight
gain of M sexta 1arvae’
. LC50b ED50cToxin
(ng/cm2) (ng/cm2)
CrylAa 27 (25—29) 2.9 (2.5—3.4)
CrylAb 39 (36—42) 14.6 (13.7—15.6)
CrylAc 34 (32—37) 3.7 (3.3—4.1)
CrylCa 103 (97—1 09) 26 (25—28)
CrylEa 78 (73—83) 2$ (26—30)
R233A 144 (135—154) NDU
95% confidence intervals are shown in parentheses.
b 50% lethal concentration.
50% weight gain inhibitory dose.
d Not determined.
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Figure Legends
fIG. 1. Effect of midgut juice on the ability of 3. thuringiensis toxins to depolarize the
lurninal membrane of epithelial celis of isolated M sexta midguts. The bath was
perfused with the 122K solution until membrane potential was stable over 5 min.
Perfusion was then stopped and 1 ml of the 122K soltition containing either no toxin (A),
CrvlAa (B). CrylAb (C), CrylAc (D), CrylBa (E), CrylCa (F), CrylEa (G), or the
CrylAa mutant R233A (H), with (,E,O,A) or without (+,•,À) 10% (v/v)
midgut juice (MJ), was added directly to the bath. The toxin concentrations used were O
(O,•), 0.1 tEl), 1 (O,•), or 10 ig/mÏ (A,À). Afier 5 mm, the preparation was
rinsed with the 122K solution for 10 min. Data are means ± SEM for 3 to 8 independent
experiments.
FIG. 2. Effect of midgut juice and protease inhibitors on the activity of CrylAb. The
bath was perfused with the 122K solution until membrane potential was stable over 5
min. Perfusion vas then stopped and 1 ml of the 122K solution containing either no
toxin (A) or 1 tg/m1 of CrylAb (B) alone (I) or with either the cocktail of protease
inhibitors (1% (v!v)) (CPI) (V), 10% midgut juice (MJ) with (ê) or without (•) the
cocktail of protease inhibitor (1% (v/v)), or 10% (v/v) boiled midgut juice (BMJ) (À).
Data are means ± SEM for 3 to $ independent experiments.
A• O pg/m[ • 0.1Jg/mI • 1 pg/mI À 10 pglml
O O tjg/mI + MJ E 0.1 .ig/mI + MJ o 1 pg/ml + MJ A 10 pg/mI MJ
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CHAPITRE 6
O DISCUSSION GÉNÉRALE
Les grandes étapes du mode d’action des toxines dti bacille de Thuringe sont
maintenant bien connues. La protoxine est d’abord solubilisée et activée dans l’intestin
moyen des insectes sensibles, puis la toxine activée se fixe sur un récepteur spécifique et
s’insère dans la membrane apicale des cellules en colonne. Cependant, au niveau
moléculaire, le mode d’action n’est pas encore complètement élucidé. Les travaux
présentés dans cette thèse portent donc sur le rôle du récepteur, sur la cinétique de
formation de pores, et sur l’effet du microenvironnement intestinal sur l’activité des
toxines du bacilte de Thuringe.
6.1. Rôle du récepteur
Même si les récepteurs des toxines du bacille de Thuringe jouent un rôle
critique au niveau de la spécificité des toxines et qu’ils facilitent grandement la
formation des pores, leur contribution exacte n’est pas complètement élucidée. Il avait
été suggéré que le récepteur pourrait faire partie, avec la toxine, de la structure du pore
ou seulement faciliter la formation des pores (Knowles et Dow, 1993 ; Liang et al.,
1995 ; Schwartz et Laprade, 2000). Dans ce dernier cas, le récepteur serait recyclé et
pourrait permettre l’insertion de nouvelles molécules de toxines. Pour évaluer chacune
de ces deux possibilités, nous avons entrepris une étude détaillée de la formation de
pores par la Cry lAc dans des vésicules de membrane à bordure en brosse isolées à partir
de M sexta (Chapitre 3). La perméabilité membranaire est estimée après une incubation
d’une heure des vésicules avec différentes concentrations de CrylAc. Le taux de
gonflement des vésicules à 3 s, un indice du nombre de pores formés dans la membrane,
atteint rapidement un maximum lorsque la concentration de toxine est augmentée. Dans
ces expériences, la perméabilité de la membrane n’est pas limitée par la durée de
l’incubation. De plus, le taux maximum de gonflement osmotique est bien plus élevé
lorsque les vésicules sont incubées simultanément avec la CrylAc et la CrylCa, ce qui
indique que le nombre de pores formés par chacune de ces toxines est limité par la
disponibilité de leurs récepteurs respectifs. Les résultats suggèrent donc que les
récepteurs ne sont pas recyclés après la formation d’un nouveau pore. Bien que nous ne
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puissions pas exclure la possibilité que, suite à la formation d’un nombre limité de pores
par un récepteur, de nouveaux pores ne pourraient pas être insérés à cause d’un manque
d’espace autour du récepteur, les résultats appuient l’hypothèse selon laquelle les
récepteurs font partie de la structure du pore. En accord avec cette conclusion, la
conductance et la sélectivité ionique du canal formés par la CrylAa ou la CrylAc sont
modifiées par la présence de récepteurs, tel qu’observé dans des bicouches lipidiques
planes dans lesquelles des aminopeptidases N partiellement purifiées (Schwartz et aï.,
1997) ou des vésicules de membrane à bordure en brosse (Peyronnet et aÏ., 2001) ont été
incorporées.
Ces résultats sont compatibles avec un grand nombre d’études qui montrent que
la fixation de la toxine à des vésicules de membrane à bordure en brosse d’intestin
d’insecte est saturable (ex. Hofmann et aï., 1988a,b ; Van Rie et ctl., 1989, 1990 ; Ihara
et aï., 1993 ; Liang et aï., 1995) et qu’un niveau maximal de perméabilité membranaire
est atteint quand la concentration de toxine est augmentée (ex. Coux et al., 2001 Tran
et aï., 2001 ; Vachon et aÏ., 2002, 2004, 2006). De plus, les constantes de demi-
saturation mesurées dans les expériences de gonflement osmotique (Chapitre 3) sont
relativement similaires aux estimations publiées pour les constantes de dissociation
caractérisant la fixation de la Cry lAc aux vésicules de membrane à bordure en brosse de
M sexta (Van Rie et al., 1989 ; Garczynski et aï., 1991) et pour les concentrations de
CrylAc nécessaires à inhiber 50% de l’accumulation de L-phénylalanine dans des
vésicules isolées de M sexta (Wolfersberger, 1989). D’autre part, le pourcentage de
recouvrement de volume après 3 s atteint un maximum en présence d’environ 15 à 50
prnol/mg de protéine membranaire alors que les évaluations du nombre de sites de
fixation varient de 4 ± 0.2 à 20.2 ± 0.04 pmol/mg de protéine membranaire (Van Rie et
aï., 1989; Garczynski et aï., 1991). La plupart des molécules de toxine qui se sont fixées
à la membrane semblent donc s’y être insérées pour former des pores.
Tel que mentionné précédemment, les toxines Ciy forment des pores en absence
de récepteurs dans des bicouches lipidiques planes (voir section 1.6.3.4). L’utilisation
d’une dose beaucoup plus élevée (jusqu’à 1000 pmol CrylAc/mg de protéine
membranaire) que celle qui est nécessaire pour saturer les récepteurs n’a pas permis
d’augmenter d’avantage la perméabilité de la membrane (Chapitre 3). Ces résultats
montrent que la formation de pores est considérablement moins efficace en absence de
récepteurs qu’en leur présence. La détection de la formation de pores dans des bicouches
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lipidiques planes n’est probablement possible que grâce à la très grande sensibilité du
système d’amplification électronique utilisé dans ce type d’expérience qui permet
l’étude de pores individuels.
6.2. Vitesse de formation de pores
En présence d’un nombre fini de récepteurs, le taux de formation de pores devrait
atteindre une valeur maximale quand les récepteurs sont saturés avec la toxine. Si, dans
les expériences pour lesquelles les vésicules sont exposées au même moment à la toxine
et à la solution hypertonique, on considère l’hypothèse que la vitesse maximale de
formation de pores dans des vésicules est atteinte au début de leur formation, on pourrait
alors s’attendre à ce que la vitesse maximale de gonflement osmotique corresponde à la
vitesse maximale de formation de pores et, par conséquent, à ce que la vitesse maximale
de gonflement osmotique en fonction de la concentration de toxine atteigne une valeur
constante. Dans ces expériences, la vitesse maximale de gonflement osmotique est
mesurée au début de la partie ascendante de la courbe. Cependant, la vitesse maximale
du gonflement osmotique provoqué par la Cry lAc croît en fonction de la concentration
lorsque cette dernière est augmentée jusqu’à 1000 pmol/mg de protéine membranaire,
une concentration appréciable de toxine (Chapitre 3). Un résultat similaire avait été
obtenu pour la CrylAa lorsque sa concentration a été augmentée jusqu’à 600 pmol/mg
de protéine membranaire (Kirouac et al., 2006b). D’autre part, le taux de gonflement
osmotique atteint un plateau lorsque le choc osmotique est effectué après 1 minute
d’incubation de la toxine avec les vésicules dans des conditions qui empêchent la
formation de nouveaux pores (Chapitre 3). La période d’incubation dans ces expériences
a été choisie parce qu’elle est assez courte pour fournir un bon indice de la vitesse
maximale de formation de pores tout en étant assez longue pour permettre une mesure
précise du gonflement osmotique à 3 s.
Il semble donc que, lorsque les vésicules sont mélangées en même temps à la
toxine et à la solution hypertonique, la vitesse maximale de gonflement osmotique est
mesurée bien avant que la vitesse maximale de formation de pores ne soit atteinte. Les
vésicules commencent à gonfler dès que les pores sont formés, alors que les forces en
présence, à la fois électrochimiques et mécaniques (Kirouac et al., 2006a), sont
maximales. Puis, le taux de goifflement osmotique diminue lorsque ces forces
I •——
I L.)
deviennent plus faibles même si de nouveaux pores sont formés et continuent de
s’accumuler dans la membrane. Conséquemment, dans la première phase de formation
de pores, la perméabilité semble limitée par le taux auquel les molécules de toxines
réagissent avec les récepteurs à la surface de la membrane. Par la suite, l’équilibre est
atteint au niveau des récepteurs, le taux de formation de pores devient maximum et la
perméabilité membranaire augmente avec la concentration de toxine jusqu’à ce que les
récepteurs soient saturés.
6.3. Effet du microenvironnement intestinal
L’efficacité des toxines dépend fortement des conditions dans lesquelles elles
sont testées. In vivo, les conditions intestinales et la toxicité des toxines varient selon le
stade larvaire de l’insecte (Schultz et Lechowicz, 1986 ; Li et al., 1995 ; Wierenga et al.,
1996 ; van Frankenhuyzen et aï., 1997 ; Rauseil et aL, 2000; Gilliland et cil., 2002) et la
composition de son alimentation (Schultz et Lechowicz, 1986 ; Brewer et Anderson,
1990; Bauer, 1992; Salarna et Abdel-Razek, 1992; Sivamani et aL, 1992; Meade et
Rare, 1994 ; Appel et Schultz, 1994 ; Moldenke et al., 1994 ; Hwang et aï., 1995 ; Faffar
et al., 1996; Beveridge et Elek, 2001 ; Kouassi et aï., 2001). In vitro, l’activité des
toxines est influencée par le pH, la force ionique, les cations divalents et le suc intestinal
(Chapitres 3, 4 et 5).
6.3.1. Effets du pli, de la force ionique et des cations divalents
Les effets du pH, de la force ionique et des cations divalents observés pour la
CrylAc et la CrylCa reflètent l’importance des interactions électrostatiques au niveau
de l’insertion d’une protéine soluble dans une membrane. L’importance de telles
interactions a aussi été démontrée pour d’autres toxines comme la colicine A (Lakey et
al., 1994), la colicine El (Lindeberg et aï., 2000) et la toxine diphtérique (Chenal et al.,
2002).
Un effet différentiel du pH sur la formation de pores par la Cry lAc et la
CrylCa a d’abord été observé dans des vésicules de membrane à bordure en brosse
isolées de l’intestin moyen de M sexta à l’aide de la technique de gonflement osmotique
(Tran et aï., 2001). Alors que la CrylCa forme des pores beaucoup plus efficacement à
pH 6.5, 7.5 et 2.5 qu’à pH 9.5 et 10.5, le pH a beaucoup moins d’effet sur l’activité de la
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CrylAc (Tran et al., 2001). Dans des expériences au cours desquelles les vésicules ont
été incubées avec la CrylCa à un pH donné et soumises au choc hypertonique à un
second pH, dans des conditions empêchant la formation de nouveaux pores, le
gonflement osmotique des vésicules dépend uniquement du pH de la solution dans
laquelle l’incubation a été effectuée (Vachon et al., 2006). Le pH semble donc modifier
la formation des pores par la CrylCa sans modifier les propriétés de ceux-ci une fois
qu’ils ont été formés (Vachon et aÏ., 2006). Cependant, aucun effet du pH sur l’activité
des toxines n’a été observé dans une autre étude utilisant les mêmes vésicules et une
sonde fluorescente sensible au potentiel membranaire (Kirouac et aÏ., 2003). Les
résultats présentés dans le Chapitre 4 montrent que la force ionique plus élevée lors de
l’incubation de la toxine avec les vésicules dans les expériences de fluorescence est
responsable des différences de résultats obtenus avec les deux tecimiques.
Les effets différentiels du pH, de la force ionique et des cations divalents sur
l’activité de la CrylAc et de la CrylCa indiquent que les interactions électrostatiques
entre la toxine et le récepteur ou la membrane sont importantes pour la formation des
pores (Chapitre 4). L’effet le plus remarquable est observé pour la CrylCa:
l’augmentation du pH de 7.5 à 10.5 abolit complètement la dépolarisation de la
membrane provoquée par 10 tg/ml de cette toxine (la plus forte dose utilisée dans cette
étude) dans les expériences d’électrophysiologie en intestins isolés réalisées à la force
ionique la plus faible (en absence de potassium). À pH 10.5, la CrylCa retrouve son
activité lorsque la force ionique est augmentée, et ce même à une dose dix fois plus
faible. Le calcium stimule aussi la vitesse de formation des pores par la CrylCa de façon
importante dans les conditions pour lesquelles elle a une faible activité, c’est-à-dire à
faible force ionique et à pH 10.5. Des traces de magnésium provenant de la préparation
des vésicules sont responsables de la stimulation de l’activité de la CrylCa à pH 10.5
observée en utilisant des vésicules dix fois plus concentrées pendant l’incubation.
L’effet de la concentration des vésicules est aboli par la présence
d’éthylênediarninetétraacétate (EDTA), un chélateur de cations divalents. Ceux-ci sont
plus efficaces que les cations monovalents pour camoufler les charges de surface et
réduire le potentiel de surface (Barber, 1980; Gennis, 1989). En résumé, l’augmentation
du pH pourrait introduire une ou plusieurs charges négatives qui nuiraient à la formationC des pores. En camouflant ces charges, le calcium et la force ionique permettraient à la
Cryl Ca de retrouver son activité.
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L’effet de la force ionique et du calcium sur la CrylAc est beaucoup moins
important que celui qui a été observé pour la CrylCa. À pH 10.5, une augmentation de
la force ionique entraîne une légère diminution de l’activité dépolarisante de la Cry lAc à
1ug/ml. Le calcium ne modifie pas les propriétés des pores déjà formés mais réduit la
vitesse de formation de pores par la CrylAc dans les expériences de gonflement
osmotique à faible force ionique et à pH 7.5. Cet effet n’est pas spécifique au calcium et
peut être reproduit en remplaçant le calcium par un autre cation divalent comme le
magnésium ou le baryum. Cet effet est probablement dû à la capacité des cations
divalents à camoufler une charge négative, située sur la toxine ou à la surface de la
membrane, qui favorise la formation des pores. À pH 10.5, mais pas à pH 7.5, la
présence d’EDTA pendant l’incubation des vésicules avec la CrylAc entraîne une
diminution importante de la formation des pores au cours d’une incubation prolongée de
la toxine avec des vésicules de membrane à bordure en brosse (Chapitre 4) (Fortier et
aÏ., 2005). De plus, l’EDTA entraîne une réduction importante de la vitesse de formation
des pores par la CrylAc à pH 10.5 (Kirouac et aï., 2006b). Ces résultats suggèrent donc
que la présence de traces de cations divalents favorise l’activité de la CrylAc, à pH 10.5,
même si des concentrations élevées de cations divalents inhibent son activité à pH 7.5
(Chapitre 4) (fortier et aÏ., 2005). Kirouac et aï. (2006b) ont montré que des traces de
cations divalents sont aussi importantes pour l’activité de la CrylAa, de la CrylAb et de
la CrylEa.
L’effet du pH peut varier aussi en fonction de la grosseur de l’anion présent lors
de la formation des pores. Dans des expériences au cours desquelles les vésicules sont
mélangées en même temps avec la CrylAc et avec une solution hypertonique de KCI,
les pores sont formés plus lentement à pH 10.5 qu’à pH 7.5 (Chapitre 3) (Iran et aï.,
2001). Cependant, aucun effet du pH n’a été observé lorsque le KCÏ a été remplacé par
du sucrose ou du gluconate de potassium (Chapitre 3), ce qui indique que cette
différence d’activité ne peut pas être expliquée simplement par un effet différentiel du
pH et de la force ionique (Chapitre 4) (Fortier et aï., 2005). Ces résultats sont
probablement mieux expliqués par une interaction électrostatique qui serait importante
pour le mécanisme menant à la formation des pores.
Le pH peut modifier des charges à la surface du récepteur, de la toxine ou de la
membrane et, par conséquent, modifier la fixation de la toxine au récepteur ou son
insertion dans la membrane. D’ailleurs, des expériences de mutagénèse dirigée ont mis
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en évidence l’importance de résidus arginine, donc d’interactions électrostatiques, sur la
liaison et la toxicité des toxines CrylA (section 1.6.3.2.1) (Rajamohan et aï., 1996a;
Jenkins et al.. 2000 ; Karim et Dean, 2000 ; Lee et aÏ., 2000, 2001). Cependant, les rares
études qui ont examiné l’influence du pH sur la fixation des toxines CrylA ont montré
qu’il a relativement peu d’effet (section 1.6.3.3) (Jenkins et aï., 2000 ; Van Rie et aï.,
1989). D’autre part, des expériences de gonflement osmotique effectuées avec des
vésicules incubées préalablement pendant une heure avec une chimère (AcCC),
constituée du domaine I de la CrylAc et des domaines II et III de la CrylCa, montrent
une dépendance de l’activité en fonction du pH similaire à celle de la Cry I Ac observée
par Tran et al. (2001) (V. Vachon, communication personnelle). Ces expériences
suggèrent donc que le domaine I pourrait être responsable de la différence d’activité de
la CrylAc et de la CrylCa en fonction du pH. Il est donc probable que le pH, la force
ionique et les cations divalents modifient des interactions électrostatiques importantes
pour l’insertion de la CrylCa dans la membrane plutôt que pour la fixation à son
récepteur.
L’importance des interactions électrostatiques pour l’insertion de la toxine a déjà
été suggérée par l’observation que la CrylCa forme des pores plus facilement dans des
liposomes composés d’un mélange de lipides anioniques et zwitterioniques plutôt que
dans des liposomes composés exclusivement de lipides zwitterioniques (Butko et al.,
1994). Ces expériences ont été effectuées en absence de récepteur et à pH 4, un pH pour
lequel la toxine devrait être plus positive que dans l’étude présentée dans le Chapitre 4
(Butko et al., 1994). Dans ces conditions, une augmentation de la densité de charges
négatives à la surface des membranes favorise l’interaction de la toxine avec la
membrane. D’ autre part, la toxine est chargée plus négativement à pH 10.5. Dans ce
cas, l’interaction de la toxine avec la membrane est favorisée par l’augmentation de la
force ionique et la présence de cations divalents, deux facteurs qui camouflent les
charges négatives à la surface de la membrane et de la toxine.
6.3.2. Effet du suc ïntestinal
Dans l’intestin de l’insecte, les protéases sont nécessaires à l’activation des
toxines. Une fois activées, les toxines se fixent sur les récepteurs et s’insèrent dans la
membrane. Cependant, plusieurs sites de protéolyse ont été identifiés dans les toxines
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activées (voir Kirouac et al., 2006). Une protéolyse supplémentaire de la toxine pourrait
stimuler ou inhiber l’activité de la toxine. Lightwood et aÏ. (2000) ont suggéré que, après
la fixation de la toxine sur le récepteur, une protéolyse supplémentaire de la Cry lAc par
les protéases intestinales pourrait faciliter l’insertion de la toxine dans la membrane et
accélérer la formation des pores. De plus, Gémez et al. (2002) ont suggéré que la
coupure de l’hélice al de la CrylAb, après sa fixation au récepteur de type cadhérine,
est essentielle pour la formation des pores. Cependant, Kirouac et al. (2006) ont montré,
à l’aide d’inhibiteurs de protéases, que les protéases membranaires ne contribuent pas à
la formation des pores dans des vésicules de membrane à bordure en brosse par la
CrylAa activée par la trypsine. D’autre part, des mutants de la CrylAa (dont le mutant
R233A) et de la CrylAc, pour lesquels l’un des ponts salins reliant normalement les
domaines T et II a été aboli, forment des pores efficacement dans les vésicules de
membrane à bordure en brosse de M sexta malgré une faible toxicité pour cet insecte
(Coux et aÏ., 2001). Les auteurs ont suggéré qu’une augmentation de la sensibilité des
mutants à la protéolyse dans l’intestin de l’insecte pourrait expliquer ces résultats (Coux
et aÏ., 2001).
Nous avons donc étudié l’effet du suc intestinal et des toxines sur le potentiel
membranaire d’intestins isolés de M sexta (Chapitre 5). Le suc intestinal augmente
fortement l’activité dépolarisante de la CrylAb alors qu’il n’a aucun effet sur l’activité
de la CrylAa, de la CrylAc, de la CrylCa, de la CrylEa ou du mutant R233A de la
CrylAa. La toxicité plus faible du mutant R233A malgré une activité de formation de
pores similaire à celle de la CrylAa, telle qu’évaluée par des expériences de gonflement
osmotique de vésicules de membrane à bordure en brosse (Coux et aÏ., 2001) et par des
expériences d’électrophysiologie en intestins isolés (Chapitre 5), ne peut donc pas être
expliquée par une sensibilité plus grande à la protéolyse.
De plus, les protéases intestinales ne semblent pas responsables de
l’augmentation de l’activité de la CrylAb par le suc intestinal puisque l’addition d’un
cocktail d’inhibiteurs de protéases ne modifie pas significativement l’effet combiné du
sttc intestinal et de la CrylAb sur le potentiel membranaire (Chapitre 5). Le fait de faire
bouillir le suc intestinal entraîne une réduction modeste, mais significative, de sa
capacité à stimuler l’activité de la CrylAb. Une contribution relativement faible d’une
protéine à la stimulation de l’activité de la CrylAb par le suc intestinal ne peut donc pas
être exclue. D’autres expériences seraient nécessaires afin de déterminer quelle
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composante du suc intestinal stimule l’activité de la CrylAb. Selon des travaux en cours
Ç dans notre laboratoire, les lipides du suc intestinal sont responsables de la stimulation de
l’activité de la Cry9Ca par le suc intestinal (J.-F. Brunet, V. Vachon, R. Laprade,
communication personnelle). D’autre part, la présence du cocktail d’inhibiteurs de
protéases stimule l’activité de la CrylAb en absence de suc intestinal (Chapitre 5). Par
conséquent, à l’opposé de la suggestion de Gémez et aÏ. (2002), une protéolyse
supplémentaire de la CrylAb par les protéases membranaires ou les protéases du suc
intestinal ne semble pas contribuer à l’activité de la toxine.
6.3.3. Activité in vitro et toxicité
L’étude des effets du pH, de la force ionique et du suc intestinal dans les intestins
isolés a permis de constater l’importance de ces facteurs pour l’activité des toxines
(Chapitres 4 et 5) (Fortier et aÏ., 2005). Cependant, dans les expériences
d’électrophysiologie effectuées avec des larves de troisiême stade de M sexta dans des
conditions se rapprochant le plus de celles retrouvées dans l’intestin de l’insecte, la
dépolarisation de la membrane par chacune des toxines utilisées ne corrèle que
partiellement avec la toxicité observée in vivo après une semaine d’exposition à la toxine
pour des larves de premier stade de M sexta (Chapitre 5). De plus, en absence de suc
intestinal, mais en présence d’une force ionique élevée et à pH 10.5, les expériences
d’électrophysiologie (Chapitre 5) ne corrèlent pas parfaitement avec la formation de
pores dans des vésicules de membrane à bordure en brosse d’intestins moyens de larves
de cinquième stade de M sexta telle que notée par Kirouac et aÏ. (2003) à l’aide de la
sonde fluorescente et par Iran et aÏ. (2001) à l’aide de la technique de gonflement
osmotique. Par ailleurs, tel que constaté chez M sexta, mais aussi chez d’autres insectes,
la toxicité (Li et aÏ., 1995 ; Wierenga et aÏ., 1996 ; van Frankenhuyzen et aL, 1997
Rausell et aÏ., 2000 ; Gilliland et aÏ., 2002) et la fixation des toxines aux récepteurs
(section 1 .6.3.5) (Rausell et al., 2000; Gilliland et aÏ., 2002) peuvent varier en fonction
du stade larvaire. Le manque de corrélation pourrait donc provenir du fait que ces tests
ont été effectués avec des larves de stades différents. De plus, une variation de la
composition du suc intestinal selon le stade larvaire pourrait modifier la protéolyse des
toxines (section 1.6.1) (Keller et aÏ., 1996) et donc possiblement expliquer, du moins en
partie, la différence entre les toxicités étudiées chez les larves de premier stade de M
129
sexta et l’activité mesurée dans les expériences d’électrophysiologie utilisant des
intestins du troisième stade et du suc intestinal provenant du cinquième stade de cet
insecte (Chapitre 5).
6.4. Techniques et protocoles expérimentaux et interprétation des résultats
Les techniques in vitro utilisées pour étudier la formation de pores dans les
travaux présentés dans cette thèse sont complémentaires. Chacune possède ses
avantages, ses inconvénients et ses propres limites.
La technique de gonflement osmotique (Carroli et Ellar, 1993) a été utilisée pour
étudier les effets de mutations spécifiques (Wolfersberger et aÏ., 1996 ; Coux et aï.,
2001 ; Tigue et aÏ., 2001 ; Vachon et aÏ., 2002, 2004), du pH (Chapitres 3 et 4) (Tran et
al., 2001 ; Fortier et al., 2005 ; Vachon et al., 2006), de la force ionique, des cations
divalents (Chapitre 4) (fortier et aÏ., 2005), des inhibiteurs de protéases (Kirouac et al.,
2006) et de la température (Vachon et aÏ., 2006) sur la formation de pores par les toxines
de B. thuringiensis, de même que la cinétique de formation de pores (Chapitres 3 et 4)
(Carroil et Ellar, 1993 ; Coux et al., 2001 ; Tran et al., 2001 ; Vachon et al., 2002, 2004,
2006; Fortier et aÏ., 2005 ; Kirouac et aL, 2006) et la sélectivité ioniques des pores
(Kirouac et al., 2002). Le cytosquelette présent dans les vésicules de membrane à
bordure en brosse est probablement à l’origine d’une force mécanique qui contribue, en
plus du gradient électrochimique, au regonflement des vésicules suite au choc osmotique
(Kirouac et aï., 2006a). La perméabilité des vésicules au soluté externe est cependant
essentielle pour qu’il y ait regonflement.
Parmi les techniques utilisées pour réaliser les travaux présentés dans cette thèse,
la technique de gonflement osmotique est sans doute la plus rapide d’exécution. Par
contre, il est plus difficile de modifier certaines conditions expérimentales. Par exemple,
le suc intestinal compromet l’intégrité des vésicules (Vachon et al., 2002). De plus, la
technique de gonflement osmotique ne permet pas d’exposer les vésicules à une force
ionique élevée, qui caractérise la lumière intestinale, avant que le choc osmotique ne soit
effectué. Cela peut avoir un impact important sur les résultats obtenus lorsque la
formation de pores s’effectue lors d’une incubation des vésicules avec la toxine avant
d’effectuer le choc osmotique, la formation de pores se faisant alors à faible force
ionique (Chapitre 4) (Fortier et aï., 2005). Par contre, dans le protocole utilisé pour
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étudier la vitesse de formation de pores dans les Chapitres 3 et 4 ainsi que dans plusieurs
travaux précédents, les vésicules sont mélangées en même temps avec la toxine et avec
la solution hypertonique. La formation de pores dans ces conditions peut se faire à une
force ionique relativement élevée selon la solution hypertonique utilisée. De plus, ces
expériences peuvent être effectuées en présence ou en absence de calcium et ont donc
permis d’étudier l’effet du calcium sur la formation de pores (Chapitre 4) (Fortier et aï.,
2005). Par contre. dans ces expériences, plusieurs facteurs varient dans le temps, ce qui
complique l’interprétation des résultats. Par exemple, les vésicules ont une perméabilité
faible mais non négligeable à différents solutés comme le KCI, le sucrose et le gluconate
de potassium. Lors de l’analyse des résultats, l’augmentation du volume des vésicules
due à cette perméabilité est soustraite des courbes de recouvrement de volume en
fonction du temps. Cette perméabilité contribue à la diminution du gradient
électrochimique et de la force mécanique en fonction du temps. Le taux de gonflement
osmotique, défini comme la pente maximale de la courbe du pourcentage de
recouvrement de volume en fonction du temps, est mesuré à des temps plus courts aux
faibles concentrations de toxine (Chapitre 3). Le taux de gonflement osmotique n’est
donc pas mesuré dans les mêmes conditions pour toutes les concentrations. De plus, tel
que discuté dans la section 6.2, dans ces conditions, le temps auquel le taux de
gonflement osmotique est mesuré ne correspond pas au temps pour lequel la vitesse de
formation de pores est maximale. Ce protocole demeure tout de même valable et
avantageux s’il est utilisé pour comparer l’activité de différentes toxines (Coux et aï,
2001 ; Tran et al., 2001 ; Vachon et aÏ., 2002, 2004) ou pour étudier l’effet de divers
facteurs comme le pH (Chapitre 3 et 4) (Iran et aÏ., 2001 ; fortier et aÏ., 2005 ; Vachon
et al., 2006), les cations divalents (Chapitre 4) (Fortier et aÏ., 2005), les inhibiteurs de
protéases (Kirouac et aï., 2006b) ou la température (Vachon et aÏ., 2006).
Afin d’avoir une meilleure représentation de la formation de pores dans le temps,
un nouveau protocole a été élaboré et utilisé dans l’étude présentée dans le Chapitre 3.
Les vésicules sont incubées pendant différents temps avant d’être refroidies et testées à
2°C, pour empêcher la formation de nouveaux pores (Vachon et aÏ., 2006). Le
gonflement osmotique à 3 s est alors un bon indice du nombre de pores formés. La
vitesse de formation de pores est estimée à l’aide des résultats obtenus après 1 minute
C d’incubation des vésicules avec la toxine. Cette période est assez courte pour fournir un
bon indice de la vitesse initiale de formation de pores tout en étant assez longue pour
1—,
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permettre une mesure précise de gonflement osmotique. Le désavantage de ce protocole
par rapport au précédent est qu’il requiert davantage de manipulations, ce qui augmente
la variabilité des résultats et, par conséquent, en diminue la précision. De plus, la force
ionique présente est faible, ce qui, selon la toxine utilisée, pourrait influencer les
résultats. Cependant, il est à noter que ce protocole a été utilisé pour étudier la cinétique
de formation de pores par la Cry lAc, une toxine pour laquelle la force ionique a
relativement peu d’effet.
D’autre part, la technique d’électrophysiologie en intestins isolés (Peyroirnet et
al., 1997) a permis d’observer que les toxines forment des pores dans la membrane
apicale des cellules de l’intestin moyen, mais pas dans leur membrane basale (Peyronnet
et al., 1997), de comparer l’activité dépolarisante d’une variété de toxines chez L. dispar
(Peyronnet et al., 1997) et M sexta (Chapitres 4 et 5), et d’étudier les effets du pH
(Chapitre 4) (fortier et aÏ., 2005), de la force ionique (Chapitre 4) (Fortier et al., 2005),
du suc intestinal (Chapitre 5) et des inhibiteurs de protéases (Chapitre 5) sur l’activité
dépolarisante des toxines chez M sexta. Le désavantage principal de cette technique est
un temps d’exécution plus long. Cependant, elle permet d’étudier in vitro l’activité des
toxines dans des conditions se rapprochant davantage de celles qui prévalent in vivo. La
présence d’un fort potentiel membranaire sensible aux concentrations de K et d’02
indique que les cellules sont toujours viables et que l’activité des pompes ioniques est
préservée suite à l’isolation de l’intestin moyen (Peyronnet et aÏ., 1997). 11 est possible
d’effectuer les expériences à différentes forces ioniques et en présence ou en absence de
suc intestinal. Cependant, toutes les solutions utilisées pour ces expériences contiennent
5 mM CaC12. Le calcium joue un rôle important dans la stabilité structurale des tissus
animaux (Takeichi, 1990). Lorsque la concentration de CaC12 est abaissée, les cellules
ont tendance à se détacher du tissu, ce qui rend l’expérience impraticable (Chapitre 4).
CHAPITRJ 7
O PERSPECTIVES ET CONCLUSIONS
7.1. Identification des résidus de la CrylCa responsables des effets du pli, de la
force ionique et des cations divalents
Les effets différentiels du pH, de la force ionique et des cations divalents sur
l’activité de la CrylAc et de la CrylCa indiquent que les interactions électrostatiques
sont importantes pour la formation des pores. Cependant, les résidus responsables de la
modification de l’activité par ces facteurs physicochimiques n’ont pas été identifiés. Les
résultats obtenus avec la chimère AcCC indiquent que le domaine I est responsable de
l’effet du pH sur l’activité de la CrylCa. Des alignements de séquences de la Cry lAc et
de la CrylCa effectués à l’aide de LALIGN (Huang et Miller, 1991) ont permis
d’identifier trois résidus du domaine I qui pourraient expliquer la différence d’activité de
ces deux toxines en fonction du pH. Les résidus cystéine 206, lysine 219 et tyrosine 222
de la CrylCa correspondent aux résidus alanine 207, glycine 220 et sérine 223 de la
CrylAc; la charge portée par chacun de ces résidus est différente à pH 7.5 et pH 10.5
pour la CrylCa alors qu’elle est la même à ces deux pH pour la CrylAc. La cystéine 206
est le seul résidu cystéine de la CrylCa. Une modification chimique pourrait être
effectuée à l’aide du N-éthylmaléimide. La capacité de former des pores par cette
CrylCa modifiée chimiquement pourrait être étudiée à l’aide de la technique de
gonflement osmotique à pH 7.5 et à pH 10.5. La toxine modifiée pourrait être aussi
active aux deux pH que la CrylCa à pH 7.5, ce qui indiquerait que l’état d’ionisation de
ce seul résidu est responsable de l’effet du pH sur l’activité de la CrylCa. D’autre part,
le pH pourrait avoir le même effet sur la toxine modifiée que sur la CrylCa, ce qui
suggèrerait que ce résidu n’est pas responsable de l’effet du pH. Dans le cas où la
formation de pores serait réduite au deux pH, il faudrait alors conclure à un effet de la
modification chimique elle-même plutôt qu’à une modification de la charge du résidu. Si
la CrylCa modifiée perd sa capacité à former des pores ou si la modification chimique
n’abolit pas complètement l’effet du pH, des mutants de la CrylCa (C206A, K219G et
Y222S) pourraient être produits et étudiés avec la technique de gonflement osmotique.
Si un de ces résidus est responsable, du moins en partie, de l’effet du pH observé pour la
CrylCa, sa mutation devrait diminuer l’effet du pH sur la formation des pores.
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7.2. Effet du stade larvaire sur l’activité des toxines
L’étude de l’effet du stade larvaire sur l’activité de la CrvlAa, de la CrylAb, de
la CrylAc, de la CrylCa, de la CrylEa et du mutant R233A de la CryÏAa en absence et
en présence de suc intestinal pounait permettre d’expliquer les différences observées
entre les différents tests in vitro et in vivo, en plus d’améliorer notre compréhension de
l’effet du microenvironnement sur l’activité des toxines du bacille de Thuringe. Bien que
des vésicules aient été utilisées pour étudier l’effet du stade larvaire sur la fixation des
toxines (Rausell et al., 2000; Gilliland et al., 2002), il est difficile de s’assurer que la
qualité de vésicules préparées à partir de stades larvaires différents soit comparable. De
plus, l’intégrité des vésicules de membrane à bordure en brosse est compromise par la
présence de suc intestinal. La meilleure technique pour étudier l’effet du stade larvaire
sur l’activité des toxines est donc la technique d’électrophysiologie en intestins isolés.
Elle assure une qualité constante du matériel biologique, s’adapte relativement
facilement à des insectes de tailles différentes et n’est pas compromise par la présence
de suc intestinal. Parrallèlement aux expériences d’électrophysiologie, des bioessais
devraient être réalisés sur des larves des différents stades.
7.3. Conclusions
Après s’être fixées à des récepteurs spécifiques, les toxines activées du bacille de
Thuringe forment des pores dans la membrane de l’intestin moyen des insectes
sensibles. Le récepteur demeure fixé au pore formé. Les effets différentiels du pH, de la
force ionique et des cations divalents sur la formation de pores par la CrylAc et la
CrylCa témoignent de l’importance des interactions électrostatiques dans ce processus.
Une protéolyse supplémentaire des toxines Cryl ne semble pas nécessaire ni même
contribuer à la formation des pores. Cependant une composante non protéique du suc
intestinal stimule grandement l’activité de la CrylAb. L’activité apparente d’une toxine
peut donc varier considérablement en fonction des conditions expérimentales utilisées.
Par conséquent, il est très important de tenir compte des effets du microenvironnernent
sur l’activité des toxines lors de l’interprétation des résultats d’expériences in vitro
réalisées dans le but de caractériser les propriétés des toxines et de mieux comprendre
leur mode d’action.C
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L’identification du ou des résidus responsables de l’effet du pH sur l’activité de
G la CrylCa permettrait de mieux comprendre l’interaction de la toxine avec la membrane
et de créer un mutant de la CrylCa plus toxique que la toxine non mutée. Un
changement d’activité des toxines en fonction du stade larvaire pourrait avoir des
implications importantes non seulement au niveau de l’interprétation des résultats des
études passées et futures, et donc au niveau de notre compréhension du mode d’action
des toxines, mais aussi dans la formulation et l’application des produits à base de 3.
thuringiensis pour le contrôle de différents insectes.
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